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RESUMO

CANDIDO, Dandara de Paula. Estudo pelo método semi-empirico PM7 de complexos entre
0 RBD da proteina Spike do SARS-CoV-2 com peptideos derivados da hACEZ2, candidatos
a inibidores da infecgdo viral. 2023. 97p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica, Quimica
Medicinal e Biologica). Instituto de Quimica, Departamento de Quimica Fundamental,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

No final de 2019, o mundo conheceu uma nova doenga viral, atualmente chamada de COVID-
19, causada pelo coronavirus SARS-CoV-2. A COVID-19 se espalhou rapidamente pelo
mundo, tendo causado mais de 6,95 milhdes de mortes até hoje. Dentre as proteinas do SARS-
CoV-2, a Spike tem despertado o interesse especial, visto que o coronavirus a utiliza para se
ligar através do dominio de ligacdo ao receptor (RBD) a enzima conversora de angiotensina 2
humana (hACEZ2), iniciando, assim, a invasdo na célula hospedeira. Um estudo in vitro recente
demonstrou que peptideos derivados da hACE2 contendo a sequéncia de aminoacidos
EDLFYQ (SAP1, SAP2 e SAP6) séo capazes de inibir a infeccdo viral mediada pela Spike. O
objetivo deste projeto é empregar métodos tedricos para se investigar o modo de interacao
desses peptideos com o RBD da Spike, de forma a se obter informagdes para o planejamento
racional de novos peptideos, candidatos a inibidores da infec¢cdo pelo SARS-CoV-2, explorando
a estratégia de inibicdo covalente. Por envolver a formacao de ligacdes covalentes, o estudo foi
conduzido com o uso do método quantico semi-empirico PM7, que € rapido o suficiente para
ser aplicado a proteinas inteiras e seus complexos. Todos os calculos envolveram o RBD
completo, usando a aproximacdo do continuo para incluir o efeito do meio externo na
minimizacao de energia, sem restri¢des estruturais. A proposta dos novos peptideos foi baseada
na quimica da troca enxofre-triazol (SUTEX), que permite seletividade para formacdo de
ligacdes covalentes com residuos de tirosina. Os SAPs foram modificados pela incorporagdo
de grupos ogiva sulfonil-triazol, além de um novo grupo ogiva proposto fosfonil-triazol, de
modo a elevar a eficiéncia da interagdo por meio de ligagdes covalentes. Dados de AHint
calculados revelaram a mesma tendéncia que a Kq determinada experimentalmente para SAP1,
SAP2 e SAP6, e confirmam o peptideo SAP1 tanto nativo quanto com modificacdes do tipo
SuTEx como melhor candidato a ligante do RBD, seguido pelos SAPs 6 e 2, nesta ordem.
Também foi observado que os complexos covalentes formados pelo SAP1 com grupos ogiva
sulfonil-triazol demonstraram ser mais estaveis entalpicamente, indicando uma maior tendéncia
de serem formados e persistirem no meio em que foram estudados do que aqueles contendo
grupos ogiva fosfonil-triazol.

Palavras-chave: COVID-19. Spike. Peptideos derivados da hACE2. PM7. Inibigdo covalente.



ABSTRACT

CANDIDO, Dandara de Paula. Study by the semi-empirical PM7 method of complexes
between RBD of SARS-CoV-2 Spike protein with hACE2 peptides, candidates for
inhibitors of viral infection. 2023. 97p. Dissertation (Master in Chemistry, Medicinal and
Biological Chemistry). Institute of Chemistry, Department of Fundamental Chemistry, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

At the end of 2019, the world experienced a new viral disease, currently called COVID-19,
caused by the coronavirus SARS-CoV-2. COVID-19 has spread rapidly around the world,
causing more than 6.95 million deaths to date. Among the proteins of SARS-CoV-2, Spike has
aroused special interest, since the coronavirus uses it to bind through the receptor binding
domain (RBD) to the converting enzyme of human angiotensin 2 (hACE2), thus initiating
invasion into the host cell. A recent in vitro study demonstrated that hACE2-derived peptides
containing the amino acid sequence EDLFYQ (SAP1, SAP2 and SAP6) are able to inhibit
Spike-mediated viral infection. The objective of this project is to employ theoretical methods
to investigate the interaction mode of these peptides with Spike’s RBD, in order to obtain
information for the rational design of new peptides, candidates for SARS-CoV-2 infection
inhibitors, exploring the covalent inhibition strategy. Because it involves the formation of
covalent bonds, the study was conducted using the semi-empirical quantum method PM7,
which is fast enough to be applied to whole proteins and their complexes. All calculations
involved the complete RBD, using the continuum approach to include the effect of the external
environment on energy minimization, without structural constraints. The proposal of the new
peptides was based on the chemistry of sulfur-triazole exchange (SUTEx), which allows
selectivity for the formation of covalent bonds with tyrosine residues. The SAPs were modified
by the incorporation of warhead groups sulfonyl-triazole, and a new proposed warhead group,
phosphonyl-triazole, in order to increase the efficiency of the interaction through covalent bond
formation. AHin: calculated revealed the same trend as the experimentally determined Ky for
SAP1, SAP2 and SAPG6, and confirm the peptide SAP1 both in native and in SuTEXx-type
modifications as the best candidate for RBD ligand, followed by SAPs 6 and 2, in this order. It
was also observed that the covalent complexes formed by SAP1 derivatives containing
sulfonyl-triazole warhead groups have a greater tendency to be formed in the medium in which

they were studied than those containing phosphonyl-triazole warheads.

Keywords: COVID-19. Spike. hACE2-derived peptides. PM7. Covalent inhibition.
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1. INTRODUCAO

No final de 2019, o mundo conheceu uma nova doenca viral, denominada de COVID-
19, identificada pela primeira vez em pacientes que tinham desenvolvido pneumonia sem causa
identificavel, na cidade de Wuhan, na China (European Centre for Disease Prevention and
Control).

Virus isolados de pacientes do Hospital Jinyintan, em Wuhan, tiveram suas sequéncias
gendmicas determinadas e analises por bioinformatica indicaram que eles tinham caracteristicas
tipicas dos coronavirus. Os coronavirus causam varias doengas respiratorias, algumas das quais
se tornaram epidémicas, como a epidemia de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS), de
2002-2003, e a epidemia de Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS), de 2012. O
coronavirus causador da COVID-19 recebeu a denominacdo de SARS-CoV-2 devido a sua alta
homologia com o virus SARS-CoV (WHO-China Joint Mission On Coronavirus Disease 2019
(COVID-19)).

A COVID-19 se espalhou rapidamente pelo mundo e, no inicio de margo de 2020, foi
elevada a categoria de pandemia pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). De acordo com
Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), o termo ‘pandemia’ se refere a distribui¢do
geografica de uma doenca e ndo a sua gravidade. A doenca é considerada altamente infecciosa,
tendo como principal forma de contégio o contato com a pessoa infectada, que transmite o virus
por meio de goticulas, com cargas virais, provenientes da fala, tosse e espirros, ou quando se
toca em uma superficie contaminada e depois nos olhos, nariz ou boca (BORGES et al., 2020).

Até a data atual, o numero global de infectados superou os 768,98 milhdes e o nimero
de mortes ultrapassou os 6,95 milhGes, de acordo com os dados estatisticos do Our World In
Data (https://ourworldindata.org/coronavirus), sendo que eles continuam sendo alterados.
Muitos pacientes necessitam de internacdo em Unidade de Tratamento Intensivo (UTI), devido
aos efeitos respiratdrios graves da doenca, 0 que sobrecarregou muito, nos anos iniciais da
pandemia, o sistema de salde em muitos paises, incluindo o Brasil, onde o numero de infectados
e mortos se aproxima, respectivamente, de 37,73 milhdes e 704,8 mil, segundo o Ministério da
Saude do Brasil.

Existem compostos ja autorizados e aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) para uso emergencial contra a COVID-19. De acordo com a agéncia, um produto
autorizado é aquele que pode ser eficaz no diagndstico, tratamento ou prevencdo de uma doenca
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ou condicdo grave, desde que os beneficios sejam superiores aos riscos conhecidos e potenciais.
Ja um produto aprovado é o medicamento seguro e eficaz, com sua aplicacdo ja indicada em
bula. Foram autorizados anticorpos monoclonais direcionados para 0 SARS-CoV-2
(Bebtelovimabe e Evusheld (tixagevimabe co-embalado com cilgavimabe)); medicamentos
antivirais (Paxlovid (nirmatrelvir e ritonavir) e Lagevrio (molnupiravir)); imunomoduladores
(Olumiant (baricitinibe)), para pacientes de 2 a menos de 18 anos que necessitem de oxigénio
suplementar ou ventilagdo mecéanica invasiva; e Actemra (tocilizumabe)); sedativos (Propofol-
Lipuro 1%), para pacientes que estdo intubados e necessitam de ventilacdo mecanica em UTI.
Entre os aprovados estdo: Veklury (Remdesivir), para usos adulto e pediatrico (com 28 dias de
idade ou mais, com pelo menos 3 kg), hospitalizados ou ndo, com sintomas de leve a moderados
e alto risco de progressdo; Olumiant (baricitinibe), para adultos hospitalizados que necessitem
de oxigénio suplementar e/ou ventilacdo mecanica invasiva ou ndo (FDA, 2022).

Além desses compostos, ha vacinas monovalentes eficazes disponiveis e entre as que
foram aprovadas no Brasil estdo: CoronaVac, produzida pelo Instituto Butantan em parceria
com a farmacéutica chinesa Sinovac, que utiliza a técnica de virus inativado (morto);
AstraZeneca, desenvolvida pela farmacéutica de mesmo nome em parceria com a
Universidade de Oxford e produzida no Brasil pela Fundagéo Oswaldo Cruz (Fiocruz), emprega
a tecnologia do vetor viral, que utiliza uma versao modificada e segura do vetor com “pedagos”
de proteina (antigeno) de um agente infeccioso; Pfizer, imunizante da farmacéutica Pfizer em
parceria com o laboratério BioNTech, se baseia na técnica do RNA mensageiro (MRNA), que
instrui 0 organismo a produzir as proteinas que sao encontradas na superficie do novo
coronavirus, e desse modo estimula a resposta imunoldgica; Janssen, do grupo Johnson &
Johnson, aplicada em apenas uma dose e também utiliza a tecnologia do vetor viral, com base
em um tipo especifico de adenovirus modificado geneticamente para ndo se replicar em
humanos. E, atualmente, esta sendo disponibilizada para a popula¢édo a vacina bivalente contra
a COVID-19, também produzida pela Pfizer, que age da mesma forma que as vacinas
monovalentes ao estimular a producédo de anticorpos e células de defesa, mas que possui a¢do
contra a cepa original e as subvariantes da Omicron (INSTITUTO BUTANTAN, 2022; BIO-
MANGUINHOS/FIOCRUZ, 2022; MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Devido ao surgimento constante de novas cepas, a pesquisa por medicamentos ainda é
necessaria. Dentro dessa perspectiva, 0 uso de estratégias racionais para o planejamento de
novos farmacos, incluindo o uso de técnicas computacionais, pode trazer uma contribuicdo

efetiva a solucdo do problema. Esta abordagem é chamada de Planejamento de Farmacos
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Auxiliado por Computadores (CADD, do inglés Computer Assisted Drug Design). O CADD
pode ser empregado desde os estagios de identificacdo até a otimizagdo estrutural de compostos
prototipo. Em comparacdo com os métodos tradicionais de descoberta de medicamentos, 0s
métodos orientados de planejamento podem trazer uma reducao no tempo e no custo envolvidos

no processo de desenvolvimento de novos medicamentos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COVID-19

A cidade de Wuhan, localizada na provincia de Hubei, na China, vivenciou casos de
pneumonia sem causa aparente, no final de 2019. Esse surto se espalhou rapidamente para
outras areas, tendo seu agente causador - um novo coronavirus, descoberto logo em seguida.
Inicialmente, 0 novo coronavirus foi denominado de 2019-nCov e, em seguida, devido a sua
alta homologia (~ 80%) com o SARS-CoV, foi renomeado em janeiro de 2020 por cientistas
chineses, para SARS-CoV-2 (Sindrome Respiratéria Aguda Grave do Coronavirus 2, do inglés
Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus 2). A transmissdo zoonoética da doenca foi
associada ao mercado de frutos do mar e animais vivos da cidade de Wuhan (CAVALCANTE
et al., 2020; YUKI, FUJIOGI e KOUTSOGIANNAKI, 2020).

Na China foram registrados, nos primeiros 30 dias, 11.821 casos e 259 dbitos. Ainda
em janeiro a doenca foi registrada em paises da Asia, Europa e América do Norte, e neste
periodo ja era reconhecido que a transmissdo entre humanos desempenhava um papel
importante no surto subsequente. Assim, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou, em
30 de janeiro de 2020, Emergéncia em Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII) e
em 11 de marco de 2020 decretou a pandemia. A doenca causada por esse virus foi chamada de
COVID-19, do inglés Corona Virus Disease 2019 (CAVALCANTE et al., 2020; YUKI,
FUJIOGI e KOUTSOGIANNAKI, 2020).

A COVID-19 gerou impactos em todo o mundo, sejam eles relacionados a saude fisica
e/ou mental, a economia global, a educacéo, a cultura, a politica e ao convivio social. Apos 0
surto inicial na China, o virus se espalhou pelo mundo e no inicio de abril de 2020 o nimero de
pacientes com COVID-19 eram mais altos nos seguintes paises: EUA, Espanha, Itélia,
Alemanha, Franca e China (YUKI, FUJIOGI e KOUTSOGIANNAKI, 2020; CAVALCANTE

et al., 2020). No Brasil, a conducdo da pandemia tornou o pais uma ameaca global ao restante
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do mundo, tendo em vista o alto nimero de casos e mortes pela doenca e a lentiddo na aquisicdo
e distribuicdo de vacinas. No pais, a campanha de vacinagao se iniciou somente em 17 de janeiro
de 2021, segundo dados da Fiocruz, e contribuiu para a reducdo no nimero de casos graves e
Obitos em decorréncia da doenca. Em 05 de maio de 2023, a OMS decretou o fim da ESPII
referente 8 COVID-19. Tal decisdo ndo indica que a doenca deixou de ser uma ameaca a salde
publica, visto que sua propagacao continua sendo caracterizada como pandemia, mas sim que
os paises devem fazer a sua transicdo de emergéncia para o quadro de doencgas infecciosas,
conforme  destacou Tedros Adhanom, diretor-geral da organizacdo (BIO-
MANGUINHOS/FIOCRUZ, 2022; OPAS, 2023).

2.1.1 Coronavirus: classificacéo e historico

Os coronavirus (CoVs), pertencentes a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, na
subfamilia Orthocoronavirinae, causam infeccao respiratéria em mamiferos e em espécies de
aves. Seu nome deriva da palavra em latim corona, que significa coroa ou halo, devido aos
picos em sua superficie, observaveis em microscépio eletrdnico (Figura 1), que leva a um
formato semelhante a uma coroa. Os CoVs sdo envelopados e possuem um genoma de RNA de
fita simples e sentido positivo com tamanhos variando de 26 a 32 Kb (quilobases) de
comprimento, tendo o0 maior genoma conhecido para um virus de RNA (SHARMA et al., 2021;
MALIK, 2020).

Figura 1: Particulas do virus SARS-CoV-2, em microfotografia em cores real¢adas produzida por
microscopio eletrénico (National Geographic, 2022).

18



Dentro da subfamilia, os coronavirus sdo classificados quanto ao género, de acordo com
0 Grupo de Estudos do Coronavirus do Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV,
do inglés International Committee on Taxonomy of Viruses) em: Alfacoronavirus (a-CoV),
Betacoronavirus (B-CoV), Gammacoronavirus (y-CoV) e Deltacoronavirus (6-CoV) (Figura
2). Os géneros a-CoV e B-CoV geralmente causam doengas respiratorias em humanos e
infectam apenas mamiferos, enquanto y-CoV e 6-CoV ocasionam uma patologia
gastrointestinal em animais, sendo encontrados principalmente em aves, apesar de também
contagiar os mamiferos. Os SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 pertencem ao subgénero
Sarbecovirus e sdo responsaveis por causar infec¢fes altamente patogénicas, enquanto 0s
demais o e p-CoVs causam infeccdes respiratorias leves (GRAF, 2020; OLIVEIRA, MATOS
e SIQUEIRA, 2020).

Odem  EBEE
Familia Arteriviridae | If.’omnawn'dae | [Mesom‘w‘rr‘dae

[--‘_‘_"—"‘""-_—n-..—

Subfamilia Orthocoronaviringe Torovirinae
Género e-CaV fCov |‘:;-L'u'|.fl .1‘;-1'._DV|

Subgénero - —
Sarbecovirus

|

Espécies ) :
(hlfmnnn] e SARS-CoV HCoV-0C43
 HCoV-NL63 MERS-CoV L EREL

SARS-CoV-2

Figura 2: Classificacdo dos Coronavirus (adaptado de MALIK, 2020).

A familia dos CoVs é conhecida ha muito tempo e com o passar dos anos foi
aumentando devido ao reconhecimento de novas espécies. O primeiro coronavirus foi detectado
na década de 1930, isolado de embribes de galinha, e foi denominado como virus da bronquite
infecciosa aviaria (iBV), seguido, na década de 1940, pelo surgimento do virus da hepatite do
camundongo (MHYV) e outros coronavirus de mamiferos. Os primeiros coronavirus humanos
(HCoVs), HCoV-229E e HCoV-0OC43, foram descobertos entre 1966 e 1967. Além destes,
antes de 2003, outros virus com genoma completo foram conhecidos: coronavirus bovino
(BCoV), virus da encefalomielite hemaglutinante suina (PHEV), virus transmissivel da
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gastroenterite (TGEV), virus da diarreia epidémica suina (PEDV), coronavirus respiratério
suino (PRCV), e coronavirus felino (FCoV) (WOO et al., 2009; V’KOVSKI et al., 2021).

Os CoVs humanos eram conhecidos, até a metade de 2002, por ocasionarem infeccfes
respiratorias mais brandas, com sintomas semelhantes ao resfriado comum. Porém, ao final
desse mesmo ano, uma nova espécie de coronavirus se tornou conhecida, provocando um surto,
associado a pneumonia, a faléncia respiratdria e a 6bitos em Guangdong, na China. O agente
causador foi o coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave, uma zoonose denominada
de SARS-CoV, que causou cerca de 8.000 casos documentados, entre 0s quais 10% tiveram
consequéncias letais. O surgimento desse virus foi associado a mutagdes ocorridas em
coronavirus de morcegos, que eram considerados 0s principais reservatorios dessas especies.
Tendo em vista a transmissdo de humano para o humano, medidas de satde publica foram
tomadas, conseguindo conter a disseminacdo internacional. Entre as medidas estavam: o
isolamento social de pacientes infectados e a restricdo de viagens. Apos a epidemia de SARS,
foram identificados os coronavirus HCoV-NL63 e HCoV-HKU1, em consequéncia do aumento
na quantidade de triagem e sequenciamento de virus. O MERS-CoV - coronavirus causador da
Sindrome Respiratdria do Oriente Médio, causou mais de 2.500 casos em humanos a partir de
2012, com uma taxa de letalidade de 36%. Ele também teve origem em morcegos e estabeleceu
um hospedeiro ndo humano em camelos dromedérios. O coronavirus que causou mais casos e
Obitos até hoje foi 0 SARS-CoV-2, que surgiu e se espalhou rapidamente a partir de 2019
(BORGES et al., 2020; V’KOVSKI et al., 2021; WOO et al., 2009).

2.1.2 Morfologia do SARS-CoV-2 e acédo viral em células hospedeiras

O SARS-CoV-2 € um virus de RNA de fita simples e sentido positivo, envelopado e
pertencente ao género [3-coronavirus. Tem 96% do genoma semelhante ao coronavirus de
morcego BatCoV RaTG13, em comparagdo com SARS-CoV e MERS-CoV, que possuem 78%
e 51,8%, respectivamente. Além disso, seu genoma sequenciado tem aproximadamente 30 Kb
de comprimento e assim como 0 SARS-CoV, 0 novo coronavirus também emergiu a partir das
mutacGes de coronavirus de morcegos (ANDERSEN et al., 2020; ZHOU et al., 2020;
GORBALENYA et al., 2020 apud BORGES et al., 2020; ZHANG et al., 2021; SHARMA et
al., 2021; YAN et al., 2020).

Nos CoVs, o envelope que envolve o nucleocapsideo (N) é formado por uma bicamada

lipidica e nela estdo ancoradas as proteinas estruturais do virus, que sdo essenciais para a
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montagem e infeccdo, como: a glicoproteina Spike (S), a proteina de membrana (M) e a proteina
do envelope (E) (Figura 3). O genoma do virus estd organizado na ordem de cap 5’ e cauda 3°,
com duas Regides ndo Traduzidas (UTRs) entre as duas extremidades. Os quadros de leituras
abertas (ORFs, do inglés Open Reading Frame) la e 1b sdo traduzidos em poliproteinas
precursoras das proteinas ndo estruturais, que estdo envolvidas nas etapas de transcricdo e
replicacdo viral. O restante do material genético é codificado em proteinas estruturais (S, M, E
e N) e acessorias, que ndo possuem funcao conhecida (LI et al.,2020; HELMY et al., 2020 apud
BORGES et al., 2020; ALMEIDA et al., 2020).

4 (E)

7a 8
sUTR— R eREE- ORE2 ) Za B (5 o) HEOH oo () )- 3uTR
7b

Figura 3: Estrutura e genoma do SARS-CoV-2 (LI et al., 2020).

A glicoproteina Spike dos coronavirus SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 possuli
entre 1104 e 1273 aminoécidos, sendo dividida em duas regifes: N-terminal (S1) e C-terminal
(S2). A primeira é a responsavel por determinar a propensdo de infec¢do do virus numa
determinada célula, além da sua transmissibilidade. E nela que esta contido o dominio de
ligacdo ao receptor (RBD, do inglés Receptor Binding Domain), que possui cerca de 200
residuos de aminoacidos, consistindo nos seguintes subdominios: um interno (ndcleo) e um
externo, sendo que este ultimo contém duas alcas externas a superficie, que se ligam com a
enzima conversora de angiotensina Il (ACEZ2, do inglés Angiotensin-Converting Enzyme 2). O
RBD sofre transformac6es conformacionais, que expdem ou ocultam de maneira transitoria os
sitios determinantes da ligacdo ao receptor; esses estados da subunidade s@o chamados de
conformacao ‘para cima’ ou estado parcialmente aberto, que corresponde uma posicao acessivel

a ACE2 humana (hACE2), e ‘para baixo’ ou estado fechado, que representa uma posigao
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inacessivel ao receptor (Figura 4) (LIU et al., 2020; BORGES et al., 2020; ALMEIDA et al.,
2020; WALLS et al., 2020).

Assim como 0 SARS-CoV, 0 SARS-CoV-2 se liga a ACE2 presente nas células do
pulméo, intestino, figado, coracdo, endotélio vascular, testiculo e rim, por meio da Spike. A
Spike é a glicoproteina responsavel pelo reconhecimento do receptor (através da subunidade
S1) e fusdo da membrana do virus com a célula do hospedeiro (através da subunidade S2).
Nesse processo de reconhecimento viral, a Spike é clivada nas subunidades S1 e S2 com o
auxilio de proteases celulares. Entre as diversas proteases celulares que podem atuar nas
proteinas virais, tanto 0 SARS-CoV quanto SARS-CoV-2 sdo afetados pela agdo da enzima
Serina Protease Transmembranar do tipo 2 (TMPRSS2). As duas espécies de coronavirus
podem também entrar na célula por meio da via endocitica, a partir da clivagem por catepsinas
lisossomais. A subunidade S1 se liga ao dominio da peptidase (PD) da ACE2 pelo dominio da
ligacdo ao receptor, desestabilizando o trimero pré-fuséo (HOFFMANN et al., 2020; SHANG
etal., 2020; ZHANG, et al., 2021, p. 2; YAN et al., 2020; LIMA et al., 2020; LI et al.,2020, p.
2; BORGES et al., 2020).

Dominio de ligacdo da Spike a ACE2 - fechado

membrana viral

Dominio de ligacdo da Spike a ACE2 - parcialmente aberto

membrana viral

Figura 4: Estruturas obtidas por crio-EM da glicoproteina Spike do SARS CoV-2, mostrando as duas
conformag0es adotadas pelo RBD, que permitem ou ndo o acesso 8 hACE2 (adaptado de WALLS et
al., 2020).
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Apos a ligacdo ao receptor, a subunidade S2 é exposta causando a fusdo do envelope
viral com a membrana celular, por meio do peptideo de fusdo (FP). Em seguida, ocorre o
desnudamento e liberacdo do RNA no citoplasma da célula (Figura 5); esse material genético é
imediatamente transcrito e codificado para as poliproteinas ppla e pplb, que sdo entdo
traduzidas e clivadas, formando o complexo replicase-transcriptase e favorecendo a sintese de
RNAs genémico e subgendmico virais, onde o primeiro é traduzido em proteinas estruturais no
reticulo endoplasmatico rugoso, seguindo posteriormente para o0 Compartimento Intermediario
Reticulo Endoplasmatico-Golgi (Ergic), onde formara os virions maduros, em conjunto com a
proteina N. Ap06s a maturag&o, os virus sdo encaminhados para a via secretdria e liberados pelo
processo de brotamento, que é quando eles adquirem o envelope por meio da membrana da
célula hospedeira. Apos a sua saida, eles infectam outras células e estimulam a resposta
imunoldgica do organismo (HOFFMANN et al., 2020; SHANG et al., 2020; TANG et al.,
2020; FER, PERLMAN, 2015 apud BORGES et al., 2020, p. 11 e 12, cap. 2).

'—\ SARS-CoV-2
* N

Receptor

celular ACE2

%" Fusdoe
desnudamento

Figura 5: Representacéo da replicagdo e morfogénese dos coronavirus (BORGES et al., 2020).

2.1.3 Mutac0es, linhagens, cepas e variantes
A probabilidade de o virus sofrer muta¢cdes aumenta com a sua disseminagéo entre a
populacdo, de modo que quanto mais ele se espalha, maior é a sua replicacdo. A maioria dessas

transformacoes causa pouco ou nenhum impacto na habilidade do virus em provocar infecgdes
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e doencas. Porém, dependendo da sua localizagdo no material genético, essas mutagdes podem
influenciar em propriedades como transmisséo e/ou gravidade da doenca (VALVERDE, 2021).

A mutacao é um processo natural que esta associado a evolucao do virus, principalmente
para aqueles que possuem como material genético o acido ribonucleico (RNA). Ela ocorre
durante a replicacdo viral, devido a falhas na etapa de reparo de erros na sintese da fita de RNA
viral. As mutagdes ocorrem naturalmente na mudanga de vetores, como, por exemplo, de um
animal para humanos, com a finalidade de impedir a resposta imunoldgica e aperfeicoar a
interacdo do virus com a célula hospedeira. A maior parte das mutacGes sdo prejudiciais aos
proprios virus e, assim ndo causam grandes impactos na evolucdo da doenga, podendo ser
benéfica ao hospedeiro (VALVERDE, 2021).

As linhagens apresentam mutacGes semelhantes e, portanto, sdo definidas como
entidades/organismos com um ancestral em comum. Elas surgem por meio de alteracGes que
séo prejudiciais a essas entidades, em sua maioria. A cepa deriva da mutacédo, quando esta altera
pelo menos uma das caracteristicas fenotipicas do virus, ou seja, sua capacidade de transmissao,
multiplicacdo, inducdo dos sintomas no hospedeiro ou estimulo da resposta imunoldgica
diferente de seu ascendente (VALVERDE, 2021).

Os virus séo considerados como organismos simples, com material genético pequeno
que contém informacgdes relacionadas as suas caracteristicas moleculares e bioldgicas.
Variantes sdo “sequéncias genéticas virais que diferem em uma ou mais mutagdes”. Foram
detectadas em todo 0 mundo, até 2021, aproximadamente mil variantes do SARS-CoV-2. Desse
total, cerca de 60-100 circulam no Brasil. As variantes de preocupacdo (ou VOC, do inglés
Variant of Concern) compdem as linhagens com mais transmissibilidade, “patogenicidade e/ou
maior escape dos mecanismos protetores induzidos pelas vacinas”. O monitoramento dessas
variantes € muito importante para determinar o espalhamento do virus pela comunidade
(VALVERDE, 2021).

Na Tabela 1 estdo relacionadas algumas das variantes de preocupacéo e suas respectivas
mutacdes da proteina Spike, adquiridas pelo SARS-CoV-2. Essas mutagdes sdo responsaveis
por elevar a transmissibilidade e/ou viruléncia, podendo reduzir a eficacia da vacina.
Atualmente a variante Omicron é a dominante na maior parte dos paises, tendo sido considerada
como variante de preocupacao pela OMS, em novembro de 2021, por ter um nimero maior de
mutacdes em comparacdo com as demais variantes, sendo que a maior parte dessas alteracdes
ocorre na proteina Spike. Vale ressaltar que na tabela ndo estdo listadas todas as mutacées das
variantes (HADJ HASSINE, 2022; GHOSH et al., 2022, INSTITUTO BUTANTAN, 2022).
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Tabela 1: Variantes de preocupacdo e mutagdes de interesse da Spike (continua).

Variante

Linhagem

MutacGes

Més e ano da

primeira deteccéo

Pais da primeira

deteccéo

Alfa

B.1.1.7

N501Y, D614G
P681H, E484K
Y144-L452R
S494P, A570D
T7161, S982A,

D1118H, K1191N

Setembro 2020

Reino Unido

Beta

B.1.351

KA417N, E484K
N501Y, D614G
D80A, D215G,
P384L, E516Q

Outubro 2020

Africa do Sul

Gama

P.1

K417T, E484K
N501Y, D614G
L18F, T20N,
P26S, D138Y,
R190S, H655Y,
P681H, T10271.

Janeiro 2021

Brasil

Delta

B.1.617.2

L452R, D614G
P681R, L452Q

Dezembro 2020

india

Omicron

B.1.1.529

AG67V, TI5I,
G142D, Y145D,
N211l, L2121,
G339D, R346K,
S371L, S373P,
S375F, K4A17N,
N440K, G446S,
S477N, T478K,
E484A, Q493R,
Q496S, Q498R,
N501Y, Y505H,
T547K, D614G,

Novembro 2021

Africa do Sul
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H655Y, N679K,
P681H, N764K,
D796Y, N856K,
Q954H, N969K,
L981F
Fonte: HADJ HASSINE, 2022 (adaptado); GHOSH et al., 2022; INSTITUTO BUTANTAN, 2022.

2.2 Quimica Medicinal: conceito e reconhecimento molecular

A Quimica Medicinal, é uma ciéncia multidisciplinar, que engloba disciplinas como a
farmacologia, a bioquimica, a quimica organica sintética e a quimica computacional, entre
outras. De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés,
International Union of Pure and Applied Chemistry), a Quimica Medicinal tem por missdo
planejar, descobrir, identificar e preparar os compostos biologicamente ativos, bem como,
estudar seu metabolismo, interpretar o0 mecanismo de a¢do do composto a nivel molecular e
construir a relacdo entre a estrutura quimica do composto e a sua atividade farmacologica (SAR)
(VERLLI, 2005; LIMA, 2007).

O estudo do reconhecimento molecular na Quimica Medicinal pode contribuir nas
etapas de planejamento e/ou desenvolvimento de novos compostos quimicos que modulem um
determinado alvo bioldgico. Esse reconhecimento se baseia na presenca de interacdes
intermoleculares especificas entre o ligante e seu biorreceptor, que em geral € uma proteina
(FOKOUE et al., 2020).

2.2.1 Interacgdes intermoleculares envolvidas no reconhecimento molecular do ligante no
sitio receptor

Qualitativamente, as interacdes intermoleculares determinam o grau de afinidade e a
especificidade da ligacéo entre ligante-receptor. Assim, o estabelecimento dessas interagdes se
torna importante para que se tenha o efeito bioldgico ou farmacol6gico da molécula bioativa.
As interacbes podem sozinhas estabelecer a acdo da molécula bioativa ou serem
complementadas por reacGes com proteina-alvo, que é caracteristico das inibi¢cdes enzimaticas
irreversiveis, nas quais se forma uma ligacéo covalente entre o inibidor e o sitio catalitico da
enzima (BARREIRO e FRAGA, 2015; SANT’ANNA, 2009).

26



As forgas de atragdo eletrostaticas resultam da atracdo entre dipolos e/ou ions de cargas
opostas, que é dependente da magnitude das cargas e dos dipolos, da distancia entre as cargas
e/ou dipolos, assim como da constante dielétrica do meio. Alguns aminoacidos, presentes nos
biorreceptores, encontram-se ionizados em pH fisiologico e, dessa maneira, podem interagir
com grupos carregados positivamente ou negativamente dos farmacos. As interacdes podem
ser entre cargas inteiras ou parciais, como as decorrentes da diferencga de eletronegatividade
entre &tomos ligados covalentemente, formando dipolos permanentes. Nesse caso, podemos ter
as chamadas interacdes dipolo-dipolo, que ocorrem entre cargas parciais opostas presentes em
dipolos adjacentes, e ion-dipolo (BARREIRO e FRAGA, 2015). Deve ser lembrado que
dipolos podem surgir mesmo em ligagdes entre atomos de mesma eletronegatividade, em razéo
do movimento eletrénico que pode temporariamente concentrar maior densidade eletrdnica em
um dos atomos da ligacdo, formando os chamados dipolos instantaneos. Nesse caso, podem
surgir as chamadas interagdes dipolo instantaneo-dipolo induzido, mediadas pelas forcas de
dispersdo de London.

As ligacdes de hidrogénio, sdo responsaveis por manter, por exemplo, as conformacdes
bioativas de macromoléculas essenciais a vida, tais como nas a hélices e folhas B das proteinas
e entre as bases purinicas e pirimidinicas dos &cidos nucleicos. A ligacdo de hidrogénio cléassica
é uma interacdo ndo covalente que ocorre entre heterodtomos muito eletronegativos (O, N ou
F) e um atomo de H ja ligado covalentemente a um desses heteroatomos (X); ha uma forte
polarizacdo da ligacdo X-H, que leva a uma carga parcial positiva elevada no H. A energia
associada a uma ligacdo de hidrogénio varia de -2 a -10 kcal/mol (BARREIRO e FRAGA,
2015; FOKOUE et al., 2020).

As ligacGes de halogénio sdo decorrentes de efeitos quanticos da ligacdo carbono-
halogénio (CI, Br ou I) na densidade eletrénica do atomo de halogénio, formando a chamada
cavidade-o, uma regido de baixa densidade eletrbnica e, consequentemente, com potencial
eletrostatico positivo no &tomo de halogénio, oposta a ligagdo o com o carbono (Figura 6A). E
por meio dela que os atomos de halogénios interagem, de modo linear, com atomos ou grupos
gue podem atuar como base de Lewis neutras ou anionicas (como N, O, S e P) e, dependendo
do atomo de halogénio envolvido, sua energia varia entre -1 e -5 kcal/mol (BARREIRO e
FRAGA, 2015; FOKOUE et al., 2020; ERDELY, 2012).

A interacdo cation-w é ndo covalente e ocorre entre um cation adjacente e um sistema
rico em elétrons ©t (Figura 6B), preferencialmente quando o cation esta localizado sobre o plano

do sistema m a uma distancia média de 2 a 4 A. A interacdo cation-n libera uma energia
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significativa em meio aquoso; experimentalmente foi demonstrado que elas podem estabilizar
as energias de interacdo em -2 a -5 kcal/mol, tornando-as competitivas com ligagcdes de
hidrogénio nas interacOes ligante-receptor e proteina-proteina (BARREIRO e FRAGA, 2015;
FOKOUE et al., 2020).

s O

Regides de cavidade-o

Figura 6: (A) Exemplos de regifes de cavidade-o em halogénios; (B) exemplo de interacdo cation-=
(adaptado de FOKUE et al., 2020).

H& também a interacdo &nion-m, que ocorre entre anions um sistema aromatico
deficiente em elétrons (Figura 7A), podendo este estar carregado positivamente ou neutro, mas
com baixa densidade eletrénica sobre o anel (por ex., anéis triazinicos ou sistemas
perfluorados). Dessa maneira, se caracteriza como uma interacdo idnica ou ion-dipolo, que pode
ocorrer com um angulo entre 0° e 90° Essa interacdo dificilmente ocorre em condicdes
bioldgicas, visto que as cadeias laterais dos aminoacidos repelem as cargas negativas proximas
a sua nuvem © (BARREIRO e FRAGA, 2015; FOKOUE et al., 2020).

O empilhamento amida-r se da pela interacdo molecular ndo covalente entre um grupo
amida e um sistema rico em elétrons = (Figura 7B), principalmente quando polarizado pela
presenca de heteroatomo. Essa interacdo é considerada um tipo de dipolo-dipolo. Por meio de
estudos computacionais, com o sistema N-metil-acetamida/piridina, foi demonstrado que a
energia envolvida nessa interacdo se torna mais favoravel a medida que o angulo entre os
dipolos varia de 0° a 180° e 240°, considerados como melhores valores (FOKOUE et al., 2020;
BARREIRO e FRAGA, 2015).

28
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Figura 7: (A) Possiveis modos de interacdo entre um anion e um anel aromatico; (B) Interacdo amida-
= (adaptado de FOKUE et al., 2020).

Ha também a interacdo alquila-arila, que segundo alguns autores € um tipo de ligacdo
de hidrogénio ndo classica, que ocorre pela polarizacdo da ligacdo C-H pela presenca de um
anel com sistema = (Figura 8A). Ela pode ter uma significativa funcdo na conformacéo e
estabilidade dos complexos formados entre ligante-proteina e proteina-proteina. Normalmente,
0 C-H esté posicionado perpendicularmente em relacdo ao sistema rt, apontando para seu centro
numa distancia de 3,4 a 4,4 A. O tipo de fragmento ligado ao CH doador afeta a energia de
interacdo desse grupo com o sistema m, sendo que a interacdo é mais favorecida por grupos
retiradores de elétrons, com energias variando entre -1 a -5 kcal/mol (FOKOUE et al., 2020;
BARREIRO e FRAGA, 2015).

No empilhamento r, a interacdo acontece entre anéis aromaticos e/ou heteroaromaticos
(Figura 8B), devido a polarizacdo da densidade eletrénica ou pela atracdo, em alguns casos,
entre 0 anel aromatico e a carga parcial positiva ¢ de um atomo presente nele. Ha quatro modos
para esse tipo de interacdo: empilhado, onde a energia de interacdo € menos favoravel: -1,48
kcal/mol; forma de T, no qual os planos dos anéis podem chegar a 90° e a energia de interacdo
é cerca de -2,50 kcal/mol; deslocado em paralelo, com energia também de aproximadamente -
2,50 kcal/mol; e, polaridade invertida, que é favorecida a partir, por exemplo, da fluoracéo de
um dos anéis aromaticos (FOKOUE et al., 2020; BARREIRO e FRAGA, 2015).
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Figura 8: (A) Interagdo alquila-arila; (B) Exemplos de empilhamento & e suas respectivas orientagdes
(adaptado de FOKUE et al., 2020).

As interacdes hidrofébicas também sdo consideradas importantes, porém mal
compreendidas, em geral, na Quimica Medicinal. Elas podem ser definidas como a tendéncia
de hidrocarbonetos (ou grupos lipofilicos) em se agregar em meio aquoso, pois essa
aproximacdo faz com que as moléculas de agua, que os circundam, sejam liberadas para 0 meio
e, assim, aumentam a entropia do sistema. Dessa maneira, as moléculas de agua que retornam
para o solvente sdo capazes de fazerem mais ligagdes de hidrogénio do que se estivessem na
superficie da estrutura. Em resumo, as interacdes hidrofébicas provocam o aumento da entropia,
pela liberacdo de moléculas de dgua, além da reducdo da entalpia, devido a formacao de novas
ligacGes de hidrogénio (BARREIRO e FRAGA; FOKQUE et al., 2020).

As interagdes ortogonais, consideradas como um tipo de dipolo-dipolo ocorre na
aproximagéo ortogonal de dois grupos funcionais dipolares. Elas séo encontradas entre os
grupos C-X:--C=0, C=0--C=0 e quando dipolos como C=N, NOz, S=0O e espécies
nucleofilicas fracas, como compostos contendo as fungbes éter, sulfeto, alcool e imina
interagem entre si ou com uma carbonila. O angulo envolvido nessas interacdes varia entre 70°
e 110°, numa distancia média de 3 a 4 A. Devido as interacdes ortogonais, foi observado em
dados cristalograficos que o angulo muitas vezes acaba perdendo a planaridade em até 5°
(BARREIRO e FRAGA; FOKOUE et al., 2020).

Além dessas interacdes, na Quimica Medicinal, as liga¢es covalentes desempenham
um papel importante. Elas possuem elevada energia para serem quebradas e sdo raramente (ou
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muito lentamente) desfeitas em condigdes bioldgicas, na temperatura comum desse sistema.
Logo, complexos farmaco-receptor envolvendo ligagBes covalentes resultam em inibi¢do
enzimatica irreversivel ou inativacdo do sitio receptor. A formacéo desse tipo de ligacdo pode
ocorrer entre farmacos que possuem grupos com carater eletrofilico acentuado (como acidos de
Lewis) e bionucle6filos organicos (BARREIRO e FRAGA; FOKOUE et al., 2020).

2.2.2 Peptideos terapéuticos

Os peptideos sdo moléculas que, devido ao seu tamanho, estrutura e bioatividade, se
encontram entre as moléculas pequenas e as proteinas. Eles estdo presentes por todo o corpo
humano, em células e tecidos e estdo, portanto, envolvidos em processos fisiologicos vitais. Sao
compostos por residuos de amino&cidos ligados, de modo covalente em cadeia, por meio de
uma ligacéo amida substituida denominada de ligacao peptidica. Essa ligacdo ocorre a partir da
reacdo entre um grupo amino (-NH.) de um aminoacido com o grupo carboxila (-COOH) de
outro aminodcido, através de uma reacdo de desidratacdo, tendo em vista que uma molécula de
agua é liberada (BERG et al. 2007). Tanto peptideos, quanto as proteinas possuem essas
caracteristicas em comum, diferindo apenas no comprimento, onde o peptideo geralmente tem
entre 2 e 50 residuos aminoacidos e, a proteina é composta por centenas ou até milhares deles
(ZHANG, 2020; SANTOS et al., 2022; LI et al., 2018).

O uso terapéutico de peptideos teve inicio em 1922, com a insulina, composta por 51
aminoacidos — extraida do pancreas bovino e suino — no tratamento de pacientes com diabetes
mellitus tipo 1, descoberta que rendeu o prémio Nobel, em 1923, aos cientistas Frederic G.
Banting e John J. R. Macleod, pela inovacdo. Em 1950, com a possibilidade da elucidacéo da
sequéncia peptidica e da sintese, tanto a ocitocina sintética quanto a vasopressina foram
clinicamente utilizadas. Os peptideos ganharam espaco no mercado farmacéutico devido aos
avangos das técnicas de sintese quimica e biotecnologia. Entre 1960 e 1970, aprovou-se 5
farmacos dessa classe, sendo que esta quantidade subiu para 29 nas duas décadas seguintes. A
partir do ano 2000 ate 2019, 52 aquisi¢des foram feitas ao mercado farmacéutico mundial, que
estimou movimentar, em 2019, U$$ 1,2 trilhdo anualmente, onde 5% desse valor correspondia
aos peptideos terapéuticos. Em 2021, havia cerca de 80 medicamentos a base de peptideos no
mercado global, enquanto 150 estavam em desenvolvimento clinico e, entre 400-600 em
estudos pré-clinicos (SANTOS et al., 2020; WANG et al., 2022; MUTTENTHALER et al.,

2021; LAU e DUNN, 2018; ZHANG, 2020; SANTOS et al., 2022).
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Comparando os peptideos com as moléculas pequenas, eles apresentam como vantagens
a alta especificidade, boa eficacia e seguranca e, como desvantagens, a baixa estabilidade, meia-
vida curta e menor permeabilidade de membrana. Ja em relacdo as proteinas, possuem como
vantagem a permeabilidade de membrana, tendo como desvantagens menor estabilidade, baixa
imunogenicidade e meia-vida curta. E, sdo esses fatores negativos que também afetam a
biodisponibilidade oral do peptideo, devido ao curto tempo de meia-vida plasmatica, que é da
ordem de minutos para algumas espécies ndo modificadas, em razdo da existéncia das
peptidases, que facilmente hidrolisam as ligacdes peptidicas quando ndo ha protecdo na
exposicao, além das taxas rapidas de eliminagdo renal e hepética do organismo humano.
Ademais, os peptideos de baixa lipofilicidade, alta flexibilidade e alta capacidade de ligacéo de
hidrogénio intermolecular apresentam permeabilidade reduzida as membranas celulares e,
assim, sdo impedidos de atingirem os receptores intracelulares e cruzar as barreiras fisioldgicas
em éareas de absorcao, como o trato intestinal delgado. De acordo com LAU e colaboradores,
em 2018 os peptideos em desenvolvimento clinico, visando alvos extracelulares, ultrapassou a
porcentagem de 90% (WANG et al., 2022; ZHANG, 2020; LAU e DUNN, 2018; LI et al.,
2018).

Como consequéncia da baixa biodisponibilidade oral, as vias de administracdo
subcutanea, intravenosa ou intranasal se tornam fortes candidatas a aplicagdo no
desenvolvimento de fA&rmacos baseados em peptideos, sendo consideradas como opgdes menos
atraentes para indicacdo no tratamento de pacientes com doencas cronicas. Contudo ja existem
métodos que visam melhorar as propriedades farmacoldgicas dos peptideos, como exemplo, 0
aumento em seu tamanho, através da conjugacdo com outras moléculas, que minimizaria a
filtracdo e a depuragdo renal, estendendo sua meia-vida. Para aumentar sua resisténcia
proteolitica, trés abordagens podem ser utilizadas, em conjunto ou individualmente: 1) aumento
do impedimento estérico ao redor dos locais de clivagem, a partir do uso de macromoléculas;
2) inibicdo da ligacéo e agdo da enzima, por meio da alteracdo de peptideos naturais que séo
determinantes para que 0s processos de reconhecimento e clivagem enzimética ocorram; 3)
aumento da rigidez conformacional, com a incorporagdo de aminoécidos com cadeias laterais
volumosas ou ciclizadas, de modo a inibir que o peptideo adote a conformacdo ideal para a
clivagem (ZHANG, 2020; LAU e DUNN, 2018; LI et al., 2018).

Novas aplicacOes de peptideos terapéuticos estdo sendo exploradas. No tocante a
COVID-19, foi demonstrado que peptideos derivados da hACE2, projetados com base nas
interfaces de ligacdo RBD/ACE2 de SARS-CoV-2 e SARS-CoV, séo capazes de inibir a

32



infeccdo mediada pela glicoproteina Spike de ambos os virus, com valores de ICso na faixa
milimolar baixa (LARUE et al., 2020).

2.2.3 Inibicéo covalente

Em geral, os inibidores covalentes sdo compostos destinados a formar ligacdo covalente
com um alvo determinado, que pode ser reversivel ou irreversivel, dependendo do grupo ogiva
(ou seja, aquele que formard a ligacdo) escolhido para atingir residuos de aminodcidos
especificos, dentre os quais se destacam a cisteina, serina, treonina, tirosina e lisina. A ligacéo
entre o inibidor covalente e seu alvo ocorre em duas etapas: 1) equilibrio de formacdo do
complexo de interacdo, que consiste numa etapa reversivel e ndo covalente; 2) formacdo da
ligacdo covalente, a partir da reacdo com um residuo especifico do receptor, resultando no
estado final essencialmente irreversivel (Figura 9), que visa prolongar a resposta terapéutica,
devido ao reforco da interagdo farmaco-receptor (SUTANTO et al., 2020; BERDAN et al.,
2021).
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Figura 9: Mecanismo de interagdo entre um inibidor covalente e seu alvo (SUTANTO et al., 2020).

Durante o processo de pesquisa e desenvolvimento de farmacos, cerca de 90% deles
falham na fase Il da etapa dos ensaios clinicos, em consequéncia da alta toxicidade e baixa
eficacia. Diante disso, os inibidores covalentes apresentam as seguintes vantagens: 1) melhor
eficiéncia; 2) menor dose, devido ao baixo valor de ICsg e a longa interacdo com o alvo; 3)
aumento da adesdo de pacientes, como consequéncia do topico anterior; e 4) capacidade de
ligacdo em cavidades rasas do receptor. Contudo, alguns possuem como desvantagem a
toxicidade elevada, associada ao grupo ogiva, que pode ser minimizada a partir de um maior
conhecimento a respeito do mecanismo de acédo e da reatividade desse grupo, que possibilitaria
a realizacdo de ajustes em suas propriedades (PAUL et al., 2021; SUTANTO et al., 2020;
BAUER, 2015).
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2.3 Métodos e Ferramentas Computacionais

Os métodos e ferramentas computacionais vem desempenhando um importante papel
no planejamento e desenvolvimento de farmacos, visto que melhoram a eficiéncia de custo e
tempo. Podendo ser aplicados em todas as etapas do processo, desde a triagem até os estagios
pré-clinicos, reduzindo o risco de falha. Esta abordagem é conhecida como Planejamento de
Farmacos Auxiliado por Computadores (CADD). As estratégias empregadas para 0 CADD séo
divididas em: 1) Planejamento de Farmacos Baseado nos Ligantes (LBDD, do inglés Ligand
Based Drug Design) e 2) Planejamento de Farmacos Baseado na Estrutura do Alvo (SBDD, do
inglés Structure Based Drug Design). A primeira estratégia depende do conhecimento prévio
sobre os compostos bioativos, incluindo suas estrutura e atividade, para se construir modelos
com efeitos biologicos semelhantes. As estruturas podem ser usadas diretamente ou substituidas
por descritores variados. O LBDD é geralmente empregado quando a estrutura 3D da proteina
alvo ndo é conhecida. No SBDD é explorado o modo de interacdo entre ligantes e uma proteina
alvo, de forma a se estudar os fatores estruturais importantes para a interacdo e a partir dai
propor novos candidatos ou modificacbes em ligantes ja existentes (SHAKER et al., 2021;
SANT’ANNA, 2002).

Cabe ressaltar que a molécula bioativa ndo é investigada somente atraves da aplicagdo
de programas de computador. A descoberta de um farmaco, devido a sua complexidade,
abrange o trabalho de uma equipe multidisciplinar, que pode usar um conjunto de métodos
computacionais como meio de otimizar o processo de pesquisa e desenvolvimento dos
compostos com atividade bioldgica, numa constante troca de informacdes e decisdes com
grupos envolvidos com a sintese e a avaliacdo das atividades dessas moléculas (SANT’ANNA,
2009).

Qualquer que seja 0 método de modelagem molecular, ele depende em algum momento
da geracdo de estruturas moleculares com qualidade comparavel a de métodos experimentais.
Para isso, métodos baseados em duas diferentes aproximacdes fisicas sdo predominantemente
aplicados: mecanica cléssica, que incluem os métodos da mecénica molecular e dindmica
molecular; e mecanica quéntica, que inclui os métodos ab initio e semi-empiricos. De modo
gue a escolha entre eles é dependente das propriedades a serem avaliadas, da precisdo desejada
e da capacidade computacional disponivel para a realizagdo dos calculos (SANT’ANNA,
2009).
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2.3.1 Métodos classicos

2.3.1.1 Mecanica molecular

Nesse método, as moléculas ndo sdo representadas por nucleos e elétrons, mas como um
conjunto de esferas unidas por molas com constantes de forga caracteristicas. A energia é
calculada a partir do campo de forca, que € um conjunto de funcdes de energia associadas a
essa representacdo. Essas funcbes de energia sdo relacionadas a posi¢cdes de equilibrio do
sistema (descritas através de pardmetros como distancias de ligacdo, angulos de ligagéo,
angulos diedros, distancias de van der Waals, liga¢des de hidrogénio, interacOes eletrostaticas
etc.) e determinam penalidades energéticas para o afastamento dos parametros de seus valores
“ideais”. A fim de reduzir essas penalidades (ou seja, tornar a energia a um minimo), usa-Se um
algoritmo matematico, num processo conhecido como minimizagdo de energia. Em geral, as
constantes de forca necessarias sdo avaliadas por meio de dados espectroscOpicos ou por
calculos quéanticos. A principal vantagem da mecanica molecular € a rapidez na avaliacdo de
sistemas moleculares complexos. Esse modelo é justificavel porque os parametros associados
a conjuntos de atomos, como distancias e angulos de ligacdo, permanecem razoavelmente
constantes entre estruturas diferentes, desde que o tipo e a hibridagdo dos atomos envolvidos
sejam 0s mesmos (BARREIRO et al., 1997; SANT’ANNA, 2015; SANT’ANNA, 2009).

Um exemplo de uma das fungbes do campo de forca € o termo de energia para o
estiramento de liga¢fes quimicas. Uma ligacdo quimica tem o comportamento identificado pela
curva da realidade (Figura 10), na qual quando os atomos estdo infinitamente distantes, a
energia tende a zero; enquanto a medida que sdo aproximados a energia é reduzida até se atingir
a distancia 6tima, que corresponde ao minimo da energia. Se 0s &tomos sao aproximados além
desse ponto, a energia volta a aumentar. A curva representada pela equacdo 1 tém em comum
com a curva da realidade a regido de minimo de energia; nessa fun¢do, “r” ¢ a distancia variavel,
“ro” ¢ o comprimento 6timo da ligacdo; “Kp” € a constante de forga, que informa a rigidez da
ligacdo, de maneira que quanto maior for o seu valor, mais rigida sera a ligacdo e,

consequentemente, o estiramento da ligacao ird requerer mais energia (SANT ANNA, 2009).

E =Y Ky (r - ro)? (1)
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Figura 10: Energia em funcdo da distancia de ligacao descrita pelo modelo da mecéanica molecular em
comparacao com o comportamento real (SANT’ANNA, 2009).

Atualmente, os campos de forca incluem termos para interacfes atdmicas a distancia,
que consideram efeitos entre os atomos separados por mais de trés ligacfes. Esses termos sdo
conhecidos como “termos néo ligados” e sdo de dois tipos: de van der Waals e eletrostatico (ou
de Coulomb). O termo de van der Waals é comumente calculado pela soma dos parametros de
repulsdo e de atracdo de Lennard-Jones (equacdo 2), na qual A e B sdo constantes ¢ “rjj” é a
distancia entre os atomos i e j. Nesta equacao, A/rij* representa as repulsdes a curta distancia,
enquanto -B/rij® descreve as atracdes, geradas pelas forcas de dispersdo de London. A partir da
aplicacdo da lei de Coulomb, entre pares de atomos com cargas parciais ou reais (gi € Q)
separados por certa distancia (rij), € obtido o termo eletrostatico (equacdo 3), onde Dq é a
constante dielétrica efetiva, que é dependente do meio, sendo em estudos de quimica medicinal
0 uso mais comum da constante dielétrica da agua (¢ = 78,4) (SANT’ANNA, 2015).

A B
E rijl2  rij6 @)
qi qj
- Dq rij )
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2.3.2 Métodos quéanticos

Um dos fatores limitantes nas aproximacdes classicas € que os elétrons ndo sao
considerados. Assim, nas aplicac@es que precisem considera-los, € necessario o uso de métodos
guanto-mecanicos, tendo em vista que, nestes casos, a estrutura molecular é vista como um
conjunto de nucleos e elétrons. O desenvolvimento desses métodos teve como principal
complicador o comportamento dual particula-onda do elétron. Para incluir esse comportamento
no célculo da energia E do sistema, Schrédinger propds a equacdo 4, na qual w(R,r) é a funcéo
de onda, que depende das coordenadas de todos os nucleos (R) e elétrons (r), e H é o chamado
operador Halmitoniano (a soma de operadores para as energias cinética e potencial)
(SANT’ANNA, 2015; SANT’ANNA, 2009).

EwRyr)=Huwy(Rr) 4)

Por ser bastante complicada, a resolu¢édo da equacéo 4 passa por algumas aproximacoes
para que possa ser utilizada, na pratica, em sistemas de interesse. Uma delas é chamada
aproximacdo de Born-Oppenheimer: os ndcleos sdo mantidos fixos em certas posi¢cdes do
espaco (coordenadas R fixas) para que a equacdo seja resolvida apenas para os elétrons
submetidos ao potencial produzido pelos ntcleos “congelados”. Para que se obtenha a energia
total, a energia de repulsdo entre 0s nucleos é calculada e somada com a energia eletrdnica
calculada pela resolugédo da equacdo de Schrodinger. Na aproximagcdo LCAO (Combinagéo
Linear de Orbitais Atdmicos; do inglés, Linear Combination of Atomic Orbitals), a funcdo de
onda molecular ¥ é substituida por um somatorio de fun¢des de onda atdbmicas (equagéo 5),
na qual ¥aie C; sdo, respectivamente, as fungdes de onda dos orbitais atbmicos e os coeficientes
que permitem a atribuicao de “pesos” na participagao de cada orbital atdmico em cada orbital

molecular (SANT’ANNA, 2015).

Yum =Y Ci Yai (5)

37



Como né&o sdo conhecidas solucgdes analiticas da equacao de Schrddinger para sistemas
com mais do que um elétron, a resolucdo para atomos ou moléculas multieletrdnicos é
alcancada por meio de métodos numeéricos, como o chamado método Hartree-Fock, dentro da
aproximacdo de Born-Oppenheimer. No método Hartree-Fock a funcdo de onda multieletrénica
é obtida pela solugdo numérica de um conjunto de funcBes de onda de um elétron
(SANT’ANNA, 2015).

2.3.2.1 Métodos ab-initio

Nos métodos ab initio ndo é feita nenhuma aproximacéo adicional na resolucdo da
equacdo de Schrodinger. Além disso, os orbitais atbmicos necessarios sdo obtidos pelos
chamados conjuntos de base, que sdo um grupo de fungdes matematicas adequadas para
representar cada orbital atdmico (SANT’ANNA, 2015; SANT’ANNA, 2009; SANT’ANNA,
2002).

O conjunto de base minimo inclui somente um nimero de fungdes de onda necessarias
para a acomodacdo de todos os elétrons de um atomo, como por exemplo, 1s para os &tomos de
H e He, as funcdes 1s e 2s para Li e Be, e as fun¢des 1s, 2s, 2px, 2py e 2pz para 0s demais
elementos do 2° periodo. Também séo incluidas func¢des do tipo 2p para descrever melhor os
atomos de Li e Be (SANT’ANNA, 2015).

Os conjuntos de base de valéncia dividida permitem uma maior flexibilidade na
descricdo dos elétrons, visto que a representacéo deles é dividida em dois ou mais componentes.
Os conjuntos de base de polarizacdo permitem pequenos deslocamentos dos elétrons em relacéo
as ligacbes que conectam os nucleos, a partir da introdugdo de fungdes de nimero quéantico
secundario maior (func@es do tipo p para os atomos de H e func¢des do tipo d para os demais).
Os conjuntos de base contendo fungbes difusas representam melhor sistemas aniénicos e
estados excitados e sdo obtidos pela adicdo de orbitais s e p muito difusos para melhorar a
descrigdo de pares de elétrons de alta energia (SANT’ANNA, 2015; SANT’ANNA, 2009).

2.3.2.2 Métodos semi-empiricos
Sé&o célculos de orbital molecular (OM), que consistem na introdugdo de parametros
empiricos ou previamente calculados, e que envolvem apenas os elétrons de valéncia na
resolucéo da equacdo de Schrodinger, ja que os elétrons de camada interna séo tratados como
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partes de um cerne (“carogo”), que contém o nucleo. Além disso, uma parte das integrais
referentes a resolucdo da equagdo de Schrddinger sdo negligenciadas e substituidas por
parametros obtidos a partir de dados experimentais, de modo a se ter uma diminuicao do tempo
de calculo (SANT’ANNA, 2015; SANT’ANNA, 2009).

A partir dos trabalhos de Dewar e colaboradores, nas décadas de 1970 e 1980, uma série
de programas foi desenvolvida tendo como objetivo de tornar os célculos semi-empiricos de
orbitais moleculares acessiveis aos ndo especialistas. Além de fornecer também informacdes
relativas as estruturas quimicas, com precisdo e custo razoavel de tempo de calculo, o que s6
foi alcancado parcialmente (SANT’ANNA, 2015; SANT’ANNA, 2009).

Os meétodos MINDO/3 (Modified Intermediate Neglect of Differential Overlap) e
MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap) foram as primeiras versdes propostas pelos
autores, mas 0s métodos semi-empiricos AM1 (Austin Model 1) e o PM3 (Parametric Method
3) —este desenvolvido por J. J. P. Stewart, tiveram resultados com qualidade para serem aceitos.
Ambos possuem aproximagOes semelhantes, diferindo nas parametrizagfes utilizadas
(SANT’ANNA, 2015; SANT’ANNA, 2009).

Os métodos semi-empiricos sdo aplicados de modo limitado a sistemas contendo apenas
0s elementos para os quais tiveram os parametros desenvolvidos. No caso do método AM1,
estes elementos sdo: H, Na, K, Rb, Zn, Hg, B, Al, C, Si, Ge, Sn, N, P, O, S, F,Cl,Bre I; 0
método PM3 ndo contém parédmetros para B, mas é parametrizado para outros elementos que
ndo estdo contidos no método AM1, como: Be, Mg, Cd, Ga, In, Tl, As, Sh, Bi, Se e Te
(SANT’ANNA, 2015; SANT’ANNA, 2009).

Novas parametriza¢fes, com desempenhos superiores aos métodos semi-empiricos
anteriores, foram propostas nos ultimos anos: RM1 (Recife Model 1) - desenvolvido na
Universidade Federal de Pernambuco juntamente com Stewart; e PM6 (Parametric Method 6)
e PM7 (Parametric Method 7), versdes mais recentes do método PM3, que dispdem de
parametros para 70 elementos da tabela periddica (SANT’ANNA, 2015; SANT’ANNA, 2009).

O método de orbitais semi-empirico PM7 é um dos mais recentes dessa categoria e
apresenta algumas melhorias em comparagdo com seus antecessores. Duas mudangas foram
feitas no conjunto de aproximagdes: uma modificacdo para melhorar a descricdo de interagoes
ndo covalentes e dois pequenos erros no formalismo NDDO foram corrigidos. Com as
alteracdes realizadas, o PM7 apresenta uma precisdo significativa, com uma reducéo dos erros
nas geometrias em aproximadamente 30% em relacdo ao seu antecessor, PM6 (STEWART,
2013; ROCHA et al., 2019).
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Analisando o erro médio para os célculos de entalpia dos métodos frente a dois
conjuntos de referéncia de moléculas (Tabela 2), verifica-se que o desempenho do PM7 é muito
bom, visto que seu erro encontra-se abaixo de 1,0 kcal/mol, semelhante aos métodos derivados
do PM6 e, performance superior a métodos computacionalmente mais custosos, como o
funcional de densidade B3LYP. Além disso, em virtude da sua rapidez nos calculos, o PM7
(como os demais métodos semi-empiricos) pode ser aplicado a sistemas contendo um grande

numero de atomos, incluindo proteinas e seus complexos (STEWART, 2013).

Tabela 2: Erros médios para 0s conjuntos de dados S22 e S66 (kcal/mol).

Referéncia PM7 PM6-DH2 PM6-DH+ PM6 B3LYP
S22 0,74 0,38 0,58 3,38 2,75
S66 0,78 0,66 0,64 2,68 2,29

Fonte: Adaptado de STEWART, 2013.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

A partir dos resultados de LARUE e colaboradores (2021), demonstrando a capacidade

de peptideos derivados da hACE2 em inibir a infec¢do viral pelo SARS-CoV-2, o objetivo da

pesquisa foi estudar, com o método semi-empirico de orbitais moleculares PM7, complexos
entre 0 RBD completo da proteina Spike do SARS-CoV-2 e os peptideos derivados da hACE2

para se entender o processo de interacdo peptideo-proteina a nivel atémico, obtendo-se

subsidios para a proposta de novos peptideos, candidatos a ligantes da proteina, capazes de se

conectar covalentemente com o RBD e, assim, elevar a eficiéncia da interacdo e da inibicao.

3.2 Objetivos especificos

>

Otimizar as estruturas dos complexos nativos, formados entre 0 RBD da proteina Spike do
SARS-CoV-2 e 0s peptideos derivados da hACE2, bem como, do alvo e ligantes separados;
Analisar a entalpia de formacdo dos peptideos e RBD separados e suas interacdes
intramoleculares;

Obter as informacgfes estruturais e energéticas sobre a interacdo intermolecular nos
complexos nativos;

Planejar as modificacOes estruturais nos peptideos derivados da hACE2 de forma a permitir
a formacdo da ligacdo covalente com o RBD da proteina Spike do SARS-CoV-2 e, com
isso, propor candidatos a inibidores mais eficientes da infec¢o pelo virus;

Verificar as informacdes estruturais e energéticas sobre a interacdo intermolecular nos
complexos, apds a modificacdo nos peptideos;

Simular a reacéo de obtencdo dos complexos covalentes com os peptideos modificados e

avaliar as suas respectivas entalpias de reacéo.
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4. METODOS E FERRAMENTAS COMPUTACIONAIS

4.1 Obtenc¢ao dos complexos proteina-peptideo

Os seis peptideos derivados da hACE2, denominados de SAP1 a SAP6, foram
selecionados com base no estudo de LARUE et al. (2021) sobre a inibi¢do da infecgdo pelo
SARS-CoV-2 in vitro (Tabela 3). Entre eles, quatro séo sequéncia de aminoacidos contidos na
a-hélice 1, um da a-hélice 3 e um da a-hélice 11. Apenas os peptideos SAP1, SAP2 e SAP6
apresentam em sua sequéncia o motivo EDLFYQ (em vermelho, na tabela), proposto como
essencial para a interacdo e inibicdo da infeccdo. Esses peptideos foram projetados para terem
pelo menos trés pontos de interacdo com a proteina (destaque em negrito, na tabela) e

comprimento de 6 a 30 residuos, para que fossem adequados a sintese (LARUE et al., 2021).

Tabela 3: Peptideos avaliados in vitro como inibidores da infec¢éo viral pelo SARS-CoV-2.

Peptideo Sequéncia de aminoéacidos Localizacdo na hACE2
SAP1 27-TFLDKFNHEAEDLFYQ-42 a-hélice 1
SAP2 37-EDLFYQSSL-45 a-hélice 1
SAP3 79-LAQMYPL-85 a-hélice 3
SAP4 352-GKGDFRIL-359 a-hélice 11
SAP5 24-QAKTFLDKFNHEA-36 a-hélice 1
SAP6 37-EDLFYQ-42 a-hélice 1

Fonte: Adaptado de LARUE et al., 2021.

Na figura 11A tem-se a representacdo da estrutura cristalografica, adquirida no Protein
Data Bank (https://www.rcsb.org/), da glicoproteina Spike nativa do SARS-CoV-2 (PDB ID:
7FB1) no estado aberto, onde pode-se ver o RBD (destacado pelo circulo vermelho), localizado
na subunidade S1 da proteina. Nesse estudo, utilizou-se a estrutura cristalografica do RBD da
Spike do SARS-CoV-2 ligado a hACE2 (PDB ID: 6M0J, Figura 11B), com resolugéo de 2,45
A (LAN et al., 2020). No programa Pymol 0.99rc6 (Delano Scientific LLC) foram selecionados
o RBD completo (cadeia E) e a sequéncia de cada peptideo de interesse, extraido da hACE2
(cadeia A). O complexo proteina-peptideo gerado dessa forma, contendo mais de 3000 atomaos,

foram exportados em formato pdb.
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Figura 11: Estrutura cristalografica A) da glicoproteina Spike nativa do SARS-CoV-2, no estado
aberto, com RBD destacado pelo circulo vermelho (PDB ID: 7FB1); B) do RBD da Spike nativa do
SARS-CoV-2 (cor laranja) ligado com a hACE2 (cor verde); em azul estdo os quatro N-acetil-p-
glucosamina glicanos (NAG) ligados a Asn90, Asn322 e Asn546 da hACE2 e a Asn343 do RBD; as
esferas vermelhas representam as moléculas de 4gua (PDB 1D: 6M0J).

4.2 Calculos dos complexos nativos com o método semi-empirico
Os complexos obtidos tiveram a energia minimizada com o método semi-empirico PM7

(STEWART, 2013), disponivel no pacote computacional MOPAC 2016

(http://openmopac.net/), versbes 18.117L (Linux) e 21.319W (Windows), um programa

semiempirico de quimica quantica baseado na aproximacdo NDDO (Neglect of Differential

Diatomic Overlap) de Dewar e Thiel (STEWART, 1990).

O tratamento envolveu as seguintes etapas:

» Etapa 1: Adicdo de hidrogénios e defini¢do do estado de ionizag&o dos residuos através da
adicdo das palavras-chave “ADD-H SITE=(IONIZE) PDBOUT” na linha de comando do
arquivo de entrada, onde a palavra-chave PDBOUT indica o formato de saida pdb para a
estrutura otimizada;

» [Etapa 2: Calculo da carga total do sistema através da palavra-chave “CHARGES”;

» Etapa 3: Otimizacéo inicial dos hidrogénios, aplicando o modelo de continuo COSMO
para incluir o efeito do solvente, com o uso das palavras-chave “MOZYME CHARGE=n
PDBOUT EPS=n.nn NOOPT OPT-H EF”, onde “MOZYME” substitui 0 método SCF
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padrdo por um método de orbitais moleculares localizados (LMO), que permite que
sistemas com muitos atomos sejam calculados mais rapidamente; “EPS” define a constante
dielétrica do solvente para o valor indicado pelo usudrio (foi utilizado € = 4,0 que € o valor
comumente empregado para o interior de proteinas e € = 78,4, para simulacdes em meio
aquoso); “CHARGE=n" define a carga total do sistema; ¢ EF ativa a rotina Eigenvector
Following em substituicdo ao método de otimizacdo de geometria padrdo para sistemas
com mais de 100 variaveis, o otimizador L-BFGS. O otimizador EF usa mais memoria e é
mais lento do que o L-BFGS, mas a convergéncia em geral ocorre mais suavemente;
Etapa 4: Otimizacao parcial preliminar do sistema, que é uma técnica usada para otimizar
as posicOes dos atomos em uma molécula enquanto mantém alguns atomos ou grupos de
atomos fixos em suas posicoes originais. O procedimento foi aplicado a proteina isolada e
aos complexos, fazendo-se a liberacdo das coordenadas atdmicas dos peptideos e a fixacao
das coordenadas atdmicas da proteina. Essa etapa foi realizada a partir da alteracdo das
coordenadas cartesianas de fixas (flag +0) para livres (flag +1) dos 4tomos diferentes de
hidrogénio nos SAPs, tanto separados quanto no complexo, mantendo-se fixa (flag +0) a
geometria do RBD; foram usadas as palavras-chave “MOZYME CHARGE=n PDBOUT
EPS=n.nn EF MMOK”, onde “MMOK?” indica a corre¢cdo da mecanica molecular para as
ligagBes peptidicas;

Etapa 5: Otimizagé&o total do sistema, que consistiu na liberacdo das coordenadas atbmicas
de todos os atomos tanto da proteina isolada quanto em complexo. A liberdade de
movimento dos atomos permite que uma geometria de menor energia e, portanto, mais
estavel seja encontrada. Nessa etapa ocorreu a alteracdo de todas as coordenadas
cartesianas de fixas para livre da proteina, a partir do uso das palavras-chave “MOZYME
CHARGE=n PDBOUT EPS=n.nn EF MMOK OPT”. Devido a grande quantidade de
atomos, na casa dos milhares, em sistemas com problemas de convergéncia utilizou-se a
palavra-chave “GNORM=10", que sinaliza o término da otimiza¢do da geometria quando
o gradiente (a primeira derivada da energia em relacéo as coordenadas atdmicas) for menor
do que 10;

Etapa 6: retirada da matriz do peptideo do arquivo contendo o complexo proteina-ligante,
seguida da submissdo dos calculos de carga da molécula (etapa 2) e otimizag&o total (etapa
5), em EPS=n.nn;

Etapa 7: Realizada ap0s a etapa de otimizacdo do sistema, consistiu na determinagéo das

ligacOes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares com energia liberada igual ou
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maior do que 1,0 kcal/mol com o acréscimo das palavras-chave “1SCF DISP(1.0)”, onde
“1SCF” determina que seja calculado apenas um ciclo do procedimento SCF. A relagdo
das interacdes foi obtida por meio de arquivo de saida (arc), em formato de texto, no qual
as linhas com cadeias “A” e “E” indicam interagdes intermoleculares (ANEXO A,
destacado em negrito), enquanto as linhas somente com “A” ou “E” representam as
interagOes intramoleculares;

» Etapa 8: Consistiu na identificacdo das demais intera¢6es intermoleculares, bem como das
suas respectivas distancias, pelo servidor PLIP (do inglés Protein-ligand Interaction
Profiler) (ADASME, 2021). Antes da submissdo ao servidor, no arquivo pdb gerado na
etapa 5, foi alterada a sigla “ATOM” para “HETATM?”, na matriz referente ao peptideo,

para identifica-lo como ligante.

4.3 Calculos dos complexos modificados com 0 método semi-empirico
Os complexos que apresentaram os melhores resultados de entalpia de interacéo, tiveram

seus peptideos submetidos a modificacGes estruturais no residuo Asp38, para permitir a

formacdo da ligacdo covalente com a Tyr449 do RBD da proteina (vide Resultados para maior

detalhamento). As alteragdes foram realizadas por edigcdo dos arquivos de formato pdb, gerados
na etapa de otimizag&o parcial.
O tratamento envolveu as seguintes etapas:

» Etapa 1: A fim de obter-se a entalpia de formacdo do peptideo modificado, foi extraida a
sua matriz do arquivo contendo o complexo ndo-covalente e antes da troca do 4tomo de
hidrogénio. Em seguida, fez-se o calculo da carga total utilizando “CHARGES” e a
otimizacdo total das coordenadas atbémicas, a partir das seguintes palavras-chave
“MOZYME CHARGE=n PDBOUT EPS=n.nn OPT MMOK?”, onde o valor de “EPS” foi
definido pelas constantes dielétricas utilizadas anteriormente;

» Etapa 2: Realizada antes da troca de hidrogénio entre a Tyr449 do RBD e o nitrogénio do
anel triazdlico, do residuo Asp38 modificado do peptideo. Essa etapa permitiu a estabilidade
do intermediario da reacdo, tendo em vista que manteve o hidrogénio capturado ligado ao
nitrogénio do grupo de saida. Consistiu na otimizag&o parcial do complexo, onde foram
liberadas as coordenadas atdmicas tanto do peptideo quanto do residuo Tyr449 do RBD,
com o uso das palavras-chave “MOZYME CHARGE=n PDBOUT EPS=n.nn MMOK

T=5D xyz”. Os outros 4&tomos dos residuos da proteina permaneceram fixos. A coOpia do
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arquivo arc gerado foi submetida a otimizagdo total e os valores obtidos foram utilizados
nos calculos de entalpia de interacéo;

» Etapa 3: Apos a etapa de otimizacdo anterior, fez-se a determinacdo das ligacdes de
hidrogénio intermoleculares e intramoleculares com energia liberada igual ou maior do que
1,0 kcal/mol;

» Etapa 4: Consistiu na identificacdo das demais interagdes intermoleculares pelo PLIP;

» Etapa 5: Executada ap6s a formacdo da ligacdo covalente. Ela forneceu o calculo da
entalpia de formacéo do complexo covalente otimizado totalmente. Utilizou-se as seguintes
palavras-chave: “MOZYME CHARGE=n PDBOUT EPS=n.nn OPT MMOK T=5D
GNORM=10 xyz”. Neste caso, “GNORM=10" foi diretamente empregado para que o
calculo fosse executado com mais rapidez, visto que as coordenadas atdmicas estavam
totalmente livres e isso demandaria um maior tempo computacional,

» Etapa 6: Do resultado gerado na etapa anterior, fez-se a separagédo do complexo covalente
e 0 grupo de saida em arquivos diferentes, submetendo-os a um novo céalculo de entalpia,

em ambos 0s meios dielétricos (EPS).

4.4 Visualizacao molecular

Através do programa Pymol 0.99rc6 (Delano Scientific LLC) foi possivel visualizar a
estrutura molecular dos complexos, bem como, as ligacdes de hidrogénio envolvidas na
interacdo entre a proteina Spike e os peptideos derivados da hACE2, além das principais

mudangas conformacionais ocorridas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizac¢ao das moléculas separadas e em complexo nativo

A entalpia padrédo de formacio (AH:°) de um composto quimico é a variagdo da energia
na reacdo de formacao deste composto a partir dos elementos que o compdem, na presséo de 1
atm e na temperatura de 25 °C (298 K) (ATKINS et al., 2012; BROWN, 2005). No programa
MOPAC, AH é definida como:

AHfO = Eelect + Enuc - Eisol + Eatomt Ehbd (6)

onde Eclect é a energia eletronica, Enuc é a energia de repulsdo nuclear, -Eisol € a energia necessaria
para extrair todos os elétrons de valéncia de todos os atomos do sistema, Eawom € a energia de
atomizacdo de todos os atomos do sistema, e Enng € @ Soma das energias das ligagOes de
hidrogénio e das forcas de disperséo (que séo impressas com o uso da palavra-chave “DISP”).

Quando EPS=n esta presente, a energia devida a estabilizacdo do sistema pelo solvente
esta localizada na linha "DIELECTRIC ENERGY" no arquivo de saida do MOPAC. A
desestabilizacdo do solvente devido ao sistema ndo € impressa. As energias por solvatacdo estdo
nesse caso presentes nos termos Eelect € Enuc, OU Seja, 0s termos de solvatagdo estdo incluidos
nessas duas grandezas, ndo podendo ser separados delas.

Considerando, que inicialmente o peptideo estara no meio aquoso (e mais polar) para s6
depois se aproximar do RBD, que é uma regido de menor polaridade, realizou-se os calculos de
AH? e energia de ligacdo de hidrogénio com as duas constantes dielétricas. A constante
dielétrica da dgua (¢ = 78,4) € usada na representacdo do meio aquoso em célculos de continuo.
A constante dielétrica igual a 4,0 é frequentemente utilizada em representacGes de continuo
para simular o efeito da matriz proteica em regi6es no interior da proteina, um valor considerado
adequado para representar a polarizagdo eletronica e pequenas flutuacbes da cadeia
polipeptidica, embora outros valores, como ¢ = 8, 10, 11 e 20, também sejam propostos na
literatura (L1 et al., 2013).

No arquivo arc gerado apés a determinacdo das interagdes, sdo descritos: a) os residuos

que interagem por ligagdes de hidrogénio e suas respectivas distancias e energias (iguais ou
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mais favoraveis do que -1,0 kcal/mol); b) a energia total das ligacGes de hidrogénio, que
considera também os valores menos favoraveis do que -1,0 kcal/mol.

Na tabela 4, verifica-se que a AH° dos peptideos na regido do RBD, ou seja, quando
imersos em uma matriz essencialmente proteica (g = 4,0), € menos favoravel em relagcdo aos
respectivos valores em meio aquoso (¢ = 78,4). Provavelmente, isso ocorre porque as cargas
das cadeias laterais de seus aminoacidos sdo desestabilizadas em um meio de baixa polaridade,
como esperado. Contudo, nesse mesmo meio dielétrico, a energia total das ligacGes de
hidrogénio para cada SAP é mais favoravel, com excecéo do peptideo SAP3, que se manteve

constante.

Tabela 4: Parametros termodinamicos dos peptideos calculados com o método PM7.

e=78,4 e=4,0
n° residuos
Peptideo de AHP Eligacdo de H AH? Eligacéo de H
aminoacidos  (ycalmol)t  (kcal/mol)?  (kcal/mol)t  (kcal/mol)?
SAP1 16 -1829,3 62,61 -1681,84 -70,00
SAP2 9 -1138,0 -26,17 -1052,58 -28,80
SAP3 7 -564,0 7,64 501,14 7,40
SAP4 8 532,9 -13,00 461,66 -15,83
SAP5 13 111672 -50,98 -1068,13 54,83
SAP6 6 -849,2 -11,47 760,65 113,61

! Calculado diretamente pelo PM7;
2Energia total das ligacGes de hidrogénio.

E possivel verificar que os SAPs 1, 5 e 2, que contém nesta ordem mais aminoéacidos
em sua estrutura primaria, estabelecem um maior nimero de ligacbes de hidrogénio
intramoleculares, com base nas suas respectivas energias relacionadas a essas interacdes. A
partir disso, pode-se dizer que esses peptideos possivelmente preservam melhor sua estrutura
secundaria em a-hélice, sendo conformacionalmente mais estaveis em meio aquoso e no
dielétrico de baixa polaridade (¢ = 4,0), considerando que este tipo de interacd0 em conjunto
com outras, como as hidrofébicas e ibnicas, sdo as responsaveis por manter o arranjo
tridimensional de peptideos e proteinas (FITTOLANI et al., 2020).
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A entalpia padrdo de formagdo do RBD da Spike foi avaliada em dois tipos de
otimizacdo, em meio aquoso (¢ = 78,4): com as coordenadas atomicas dos atomos diferentes de
H fixas e livres, obtendo-se uma reducio de 1.247,83 kcal/mol no valor da AH:° nas condicdes
de liberacdo total das coordenadas atdbmicas. Isso mostra que, mesmo considerando as
limitacGes da representacdo do solvente como um continuo, a conformagéo cristalografica
difere consideravelmente daquela em &gua, j& que com as coordenadas atbmicas totalmente
livres, a otimizacdo da geometria molecular pode avancar mais na direcdo do minimo de
energia, permitindo, por exemplo, a formacao de mais ligacGes de hidrogénio intramoleculares.
De fato, a energia total das ligagOes de hidrogénio passou de -606,16 kcal/mol na otimizacéo
parcial para -901,75 kcal/mol na otimizacgéo total.

No sistema totalmente otimizado em meio aquoso, ocorreram movimentos nas cadeias
laterais dos residuos de aminoacidos do RBD, gerando intera¢fes entalpicamente mais estaveis,
refletindo na reducdo da energia total do sistema. O deslocamento mais proeminente foi
observado no residuo GIn493, que na otimizacdo parcial (Figura 12) estava com seu grupo
amida da cadeia lateral voltado para o exterior da cavidade da proteina, enquanto na otimizagéo
total esse grupo ficou posicionado para o interior do bolso, formando um nimero maior de
ligagOes de hidrogénio intramoleculares (ANEXO B). Isso se manteve quando a constante
dielétrica menor foi aplicada, tendo em geral, seus valores de distancia e energia reduzidos.
Esses resultados indicam a importancia de manter todas as coordenadas livres durante a
otimizacdo para se obter resultados de melhor qualidade para sistemas extensos como 0s
estudados nesse projeto.

Visto que o RBD é na verdade parte integrante da Spike (vide figura 11), uma
representacdo de continuo mais adequada para descrever o ambiente ao seu redor
provavelmente envolveria um valor de € mais baixo, proximo daquele usado para descrever o
interior de proteinas. Assim, a fim de se usar condi¢cGes que poderiam representar melhor
aquelas do sitio de interacdo real, que esta apenas parcialmente em contato com a dgua, realizou-
se a otimizagdo total do RBD com ¢ = 4,0, obtendo-se AH{ de -16.238,32 kcal/mol e energia
total de ligacBes de hidrogénio intramoleculares igual a -910,05 kcal/mol. Assim, no restante
do trabalho, tanto para os complexos com peptideos nativos quanto para os modificados e
durante o estudo da formacdo da ligacdo covalente, consideraremos o RBD inserido em um

continuo com constante dielétrica igual a 4,0.
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Figura 12: Sobreposi¢do do RBD da Spike (em € = 78,4) otimizado parcialmente e totalmente e,
recorte do sitio de ligagdo, evidenciando o deslocamento do residuo GIn493, que na otimizacéo parcial
(C na cor rosa) estava com a sua cadeia lateral direcionada para o exterior do bolso (C na cor laranja),

enquanto na otimizacéo total (C na cor lil&s) ficou posicionada para o interior (C na cor verde).

Nos complexos nativos, observa-se que a energia total das forcas de dispersdo é mais
favoravel do que das ligacBes de hidrogénio e, assim, pode ser considerada como a interacdo
mais importante para a afinidade proteina-peptideo e a estabilidade do complexo (Tabela 5). O
RBD-SAP1 se destaca por ter mais interagdes intermoleculares, seguido pelos complexos RBD-
SAP5 e RBD-SAP2, como era esperado, visto que seus peptideos possuem um ndmero maior
de residuos de aminodcidos, respectivamente. Com o prop6sito de comparar o0 comportamento
das interagcGes num meio mais polar, realizou-se também os calculos em meio aquoso (g = 78,4)

e observou-se a mesma tendéncia em relagéo as forcas de disperséo.

Tabela 5: Energias de interacdo nos complexos nativos calculados pelo método PM7 (continua).

Otimizacdo total (¢ = 4,0) Otimizagé&o total (¢ = 78,4)
Complexos Eligagiode H  Eforcade dispersao?  Eligacaio de H! Erorca de dispersio?
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
RBD-SAP1 -95,56 -159,51 -63,64 -144,57
RBD-SAP2 -21,76 -51,18 -22,30 -50,71
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RBD-SAP3 -11,33 -28,64 -19,05 -31,54

RBD-SAP4 -21,50 -29,86 -0,77 -11,17
RBD-SAP5 -36,31 -74,30 -14,81 -62,81
RBD-SAP6 -14,45 -20,69 13,07 -0,84

! Energia total, calculada pela diferenca de energia entre produto e reagentes;
2 Calculado pela diferenca de energia entre produto e reagentes.

5.2 Analise das interagdes intermoleculares na interface de ligacao

A relacdo completa das interacGes intermoleculares identificadas pelo MOPAC e pelo
PLIP, em ¢ = 4,0, encontram-se nos ANEXOS C e D, respectivamente. Observa-se que 0s SAPS
3, 4 e 5 interagem diferentemente com a proteina, ja os peptideos 1, 2 e 6 apresentam residuos
semelhantes na interface de interacdo com o RBD da Spike (Tabela 6), pertencentes ao motivo
estrutural EDLFYQ, que foi proposto como uma sequéncia essencial para a inibicdo da
infeccdo (LARUE et al., 2021). Seguiremos nossa analise aqui com esses trés peptideos

somente.

Tabela 6: Residuos semelhantes na interface de interacdo proteina-peptideo.

Residuos do peptideo

Residuos do RBD Tipo de interagdo
SAP1 SAP2 SAP6
Tyr 505 Glu 37 Glu 37 - hidrofébica
Asn 01 Tyr4l Tyr 41 Tyr 41 ligacdo de hidrogéni
r r r igacdo de hidrogénio
Thr 500 Y Y Y 99 ’
Tyr 41 Tyr 41 Tyr 41 hidrofobica
GlIn 498 Asp 38 Asp 38 Asp 38 ) ) ]
ligagéo de hidrogénio
Gln 42 - Gln 42
Asp 38 Asp 38 Asp 38 ) ] ]
Tyr 449 ligacdo de hidrogénio
Gln 42 Gln 42 Gln 42
Gly447 ) ) )
Gln 42 Gln 42 Gln 42 ligagéo de hidrogénio
Gly446
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Esses residuos sdo também destacados na estrutura cristalografica resolvida por LAN et
al. (2020) (ANEXO E), na qual os grupos carboxilato de Glu37 e Asp38, amida de GIn42 e a
hidroxila de Tyr41 de SAP6 formam ligacdes de hidrogénio com Tyr505, Tyr449 e Thr500 do
RBD, respectivamente. A otimizacdo total dos complexos permitiu que mais residuos do RBD
interagissem com os peptideos, por ligagdo de hidrogénio (Gly446, Gly447 e GIn498) e
interacOes hidrofdbicas (Tyr505 e GIn498).

Como esperado, de todos os peptideos, o SAP1 foi 0 que obteve mais pontos de
interacdo com a proteina, daqueles descritos na tabela 3 (em negrito), nos quais todos formaram
ligagOes de hidrogénio com o alvo e, entre eles, 8 de 10 fizeram ponte salina ou interacao
hidrofébica com o RBD. Além disso, a interagdo entre 0 Asp38 dos SAPs e a Tyr449 do RBD,
se destacou como a de maior contribuicdo para a afinidade entre a proteina e o peptideo, devido
a energia mais favoravel frente as demais ligacGes de hidrogénio intermoleculares encontradas.

O movimento da cadeia lateral da GIn493 do RBD, relatado no tépico 6.2, ndo é
observado no complexo com SAP1, visto que esse residuo interage com a Lys31 do peptideo
apos a otimizacao total, com energia mais favoravel que -2 kcal/mol (ANEXO C). Tanto no
SAP2 quanto no SAP6 é observado o movimento da cadeia lateral da glutamina, ja que ndo ha
interacOes entre o residuo e os peptideos. Ela ocorre somente no complexo com SAP1 devido
ao seu maior tamanho, em comparacgéo aos demais SAPS.

Nos trés complexos, foram encontradas interagdes entre o residuo Tyr41 dos peptideos
e os residuos Thr500 e Asn501 do RBD (Tabela 7; Figuras 13 a 15). Nos SAPs 1 e 6 (Tabela
7; Figuras 13 e 15), ambas as ligacGes de hidrogénio apresentaram distancias semelhantes,
variando somente na energia, na qual a interacdo entre a tirosina e a treonina se mostrou mais
forte. A presenca da interacdo intramolecular entre o0 NH da ligacdo peptidica e o oxigénio da
hidroxila da treonina, a uma distancia de 2,2 A, pode contribuir para 0 aumento da atragio entre
0 doador e aceptor da ligacdo de hidrogénio entre a Tyr41 e a Thr500, tornando-a mais forte,
visto que a intensidade da carga parcial positiva do hidrogénio ligado ao oxigénio se torna maior.

Na interacdo da tirosina com a asparagina, 0 SAP2 (Tabela 7; Figura 14) forma ligacéo
de hidrogénio mais fraca, porque diferente dos outros peptideos, em que o aceptor € o oxigénio
da carbonila da cadeia lateral da Asn501, nele o aceptor é o nitrogénio da ligacdo peptidica do
mesmo residuo. Possivelmente na busca pelo minimo de energia na otimizacéo, este tenha sido
0 primeiro ponto encontrado, de maneira que para a formacéo da interacdo com o oxigénio, que
é considerada mais estavel, houvesse uma barreira energética e, assim, o procedimento de

minimizacao de energia pode nédo ter convergido para esse minimo.
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Figura 13: A) LigacOes de hidrogénio (tracejado amarelo) entre os residuos Asn501 e Thr500 do
RBD (C em laranja) e a Tyr41 do peptideo SAP1 (C em verde). B) Ligacdo de hidrogénio
intramolecular (tracejado azul) entre o NH da ligag&o peptidica e a hidroxila da treonina.

Figura 14: A) LigacGes de hidrogénio (tracejado amarelo) entre os residuos Asn501 e Thr500 do
RBD (C em laranja) e a Tyr41 do peptideo SAP2 (C em verde). B) Ligacéo de hidrogénio
intramolecular (tracejado azul) entre 0 NH da ligacédo peptidica e a hidroxila da treonina.

53



Figura 15: A) Ligac@es de hidrogénio (tracejado amarelo) entre os residuos Asn501 e Thr500 do
RBD (C em laranja) e a Tyr41 do peptideo SAP6 (C em verde). B) Ligacéo de hidrogénio
intramolecular (tracejado azul) entre 0 NH da ligacdo peptidica e a hidroxila da treonina.

Na ligacdo de hidrogénio entre a Tyr449 do RBD e os residuos Asp38 e GIn42 dos
peptideos (Tabela 7; Figuras 16 a 18), a interacdo com o aspartato ocorre em menor distancia e
é mais favoravel, podendo ser verificado pelo aspecto de ligagcdo covalente na representacao
adotada pelo Pymol, visto que o grupo aceptor carboxilato tem carga negativa, o que reforca a
interacdo com o doador de ligacdo de hidrogénio. Ja o grupo doador amida da glutamina, por
ser neutro, interage mais fracamente com a tirosina aceptora da proteina.

Na interacdo entre o Asp38 e a GIn42 dos peptideos com a GIn498 da proteina (Tabela
7; Figuras 16 a 18), apenas o0 SAP2 (Tabela 7; Figura 17) ndo apresentou ligacéo de hidrogénio
entre a sua glutamina e o residuo do RBD. Além disso, observou-se que a interacdo da proteina
com o aspartato também se mostrou mais intensa. Entretanto, ao comparar as duas interac6es
do aspartato com a proteina, Asp38-Tyr449 e Asp38-GIn498, é possivel constatar que a segunda
apresenta valores mais altos tanto em distancia quanto em energia. Possivelmente, isso se deve
ao fato do grupo amida de GIn498, doador da ligacdo de hidrogénio, estar envolvido em uma

segunda doacdo de ligacdo de hidrogénio com o grupo amida do residuo GIn42, aceptor.
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Figura 16: LigacGes de H (tracejado amarelo) entre os residuos Tyr449 e GIn498 do RBD (C em
laranja) e Asp38 e GIn42 do peptideo SAP1 (C em verde).

Figura 17: LigacGes de H (tracejado amarelo) entre os residuos Tyr449 e GIn498 do RBD (C em
laranja) e Asp38 e GIn42 do peptideo SAP2 (C em verde).
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Figura 18: LigacGes de H (tracejado amarelo) entre os residuos Tyr449 e GIn498 do RBD (C em
laranja) e Asp38 e GIn42 do peptideo SAP6 (C em verde).

Apenas 0s SAPs 1 e 6 estabeleceram conexd@o com os residuos Gly446 e Gly447 do
RBD (Tabela 7; Figuras 19 e 20). Verifica-se que a variacdo nas distancias, entre as interacdes
no complexo, foi minima, sendo: 0,4 A para RBD-SAP1 e 0,2 A para RBD-SAP6. Todavia, a
ligagdo de hidrogénio mais curta do RBD-SAPG6, formada entre GIn42-Gly446, tem energia
menos negativa. Em ambos os complexos, a glutamina dos peptideos estabelece interacfes com
outros residuos proximos da proteina, onde a ocorrida com a GIn498 é entalpicamente mais
estavel. Acredita-se que no calculo da interacdo entre a glutamina com a Gly446, essa energia
possa ter sido considerada e, devido ao fato do complexo com o SAP6 ter tido um maior valor
para essa ligacdo de hidrogénio, consequentemente contribuiu para o aumento energético na
conexdo GIn42-Gly446.
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Figura 19: LigacGes de H (tracejado amarelo) entre os residuos Gly446 e Gly447 do RBD (C em
laranja) e GIn42 do peptideo SAP1 (C em verde).

Figura 20: LigacGes de H (tracejado amarelo) entre os residuos Gly446 e Gly447 do RBD (C em
laranja) e GIn42 do peptideo SAP6 (C em verde).
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Foram identificadas as seguintes interagdes hidrofobicas entre o primeiro e o penultimo
residuo da sequéncia dos peptideos - EDLFYQ: Glu37-Tyr505, nos complexos com 0s SAPS
1 e 2, com a distancia variando na faixa de 3,46 a 3,53 A; e Tyr41-GIn498, nos trés sistemas,
com um intervalo entre 3,43 e 3,90 A (ANEXO D). N&o ha pardmetros que definam um
comprimento 6timo para avaliar a intensidade dessa interacdo, em forte ou fraca. Todavia, ela
é muito importante para o reconhecimento molecular, porque aumenta a entropia do sistema
através da liberacdo de moléculas de agua do sitio ativo para o meio solvente. Além disso,
melhora a entalpia, visto que auxilia na formacao das ligacdes de hidrogénio entre as moléculas
de 4agua liberadas (BARREIRO e FRAGA, 2015; FOKOUE et al., 2020).

Tabela 7: Ligac6es de H semelhantes na interface de interacdo, calculadas pelo método PM7

(continua).
Interacéo Ligacdo de H!
Residuos do RBD  Residuos do SAP  D-H (A)
(kcal/mol)
Asn501 1,70 -4,30
Tyr4l
Thr500 1,69 -4,87
Asp38 1,30 -4,85
Tyra49
GIn42 2,00 -1,77
RBD-SAP1
Asp38 1,82 -2,59
GIn498
GIn42 2,20 -2,84
Glya47 2,26 -2,52
GIn42
Gly446 1,86 -2,76
Asn501 2,42 -1,81
Tyr4l
Thr500 1,70 -4,65
RBD-SAP2 Asp38 1,50 -4,98
Tyra49
GIn42 2,04 -1,18
GIn498 Asp38 2,12 -2,13
Asn501 1,76 -2,46
Tyr4l
Thr500 1,69 -4,85
RBD-SAP6
Asp38 1,45 -4,86
Tyrd49
GIn42 2,13 -1,42
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Asp38 1,80 -2,30

GIn498
GIn42 2,25 -2,65
Glya47 2,14 -2,97
GIn42
Gly446 1,93 -2,49

!Mais estavel do que -1,0 kcal/mol.

5.3 Entalpia de interacio dos complexos nativos e a correlacio com a inibicao viral

O calculo da entalpia de interacdo (4Hint) foi realizado pela diferenca entre os valores
de entalpia padrdo de formacdo (4H%) dos complexos (RBD-SAP) e dos componentes
separados (RBD e SAP) (equacdo 7). Para melhor representar o que ocorre no sistema real,
consideramos o peptideo em fase aquosa (¢ = 78,4); como o RBD e o respectivo complexo
RBD-SAP estdo inseridos na matriz proteica, as estruturas foram otimizadas com ¢ = 4,
conforme o equilibrio de formacdo do complexo expresso pela equagdo 8. A constante de
dissociagdo Kg, que mede a propenséo do peptideo em se dissociar do complexo, é definida pela
equacdo 9. Logo, o peptideo com menor Kq tem uma afinidade maior com o RBD e uma

tendéncia menor em se dissociar do complexo (VALLE, 2008).

AHint = (AH (complexo RBD-SAP) ) — /[(AH’% (RBD)ptn) + (AH’ (SAP)])ag) (7
RBD(ptn) + SAP(aq) S RBDSAP(ptn) (8)

_ [RBD][SAP]
4~ IRBD.SAP] ©)

LARUE et al. determinaram inicialmente o valor de ICso, que identificou quais seriam
os melhores candidatos, in vitro, a inibidores da infeccdo pelo SARS-CoV-2 e, a partir desse
dado foi definida experimentalmente a constante de dissociacgdo para cada complexo. Contudo,
0s SAPs 3, 4 e 5 tiveram valores muito altos de I1Cso (> 7,5 mM), de modo que se determinou
Kg somente para os demais SAPs. Como 0 nosso estudo envolve apenas o RBD da Spike e 0s

SAPs, a comparagdo mais adequada entre os dados tedricos e 0s experimentais € realizada entre
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os valores de Kq e a entalpia de interacdo, ja que esses parametros envolvem diretamente a
afinidade entre a Spike do SARS-CoV-2 e 0s peptideos. Deve-se destacar, no entanto, que a
comparacdo mais adequada seria com a variacdo da energia livre de Gibbs resultante da
interacdo, visto que esta é diretamente associada com as constantes de equilibrio. No entanto,
dado o numero elevado de atomos dos sistemas modelados e as grandes exigéncias
computacionais para o célculo da entropia por métodos quéanticos, neste estudo avaliamos
somente a entalpia de interacdo. Nesse caso, uma boa correlacdo seria esperada somente se 0
fendmeno de interacdo fosse dominado pela parcela entélpica da energia livre de Gibbs.

De fato, verificou-se que os valores calculados da AHint revelaram a mesma tendéncia
que a constante de dissociagdo nos ensaios de binding no RBD da Spike do SARS-CoV-2
(Tabela 8). Isto é, quanto mais favoravel ¢ o valor de AHint, menor € o valor de K4, demonstrando
uma maior afinidade e estabilidade do complexo. Dessa maneira, 0 SAP1 se destaca como
melhor ligante do RBD, por ter a melhor correlagdo desses parametros, seguido pelos peptideos
SAPG6 e SAP2, respectivamente. A comparacdo com os dados de ICso ndo é adequada nesse

N e ep=

complexo do que a simples interacdo SAP-RBD.

Tabela 8: Pardmetros calculados pelo método semi-empirico PM7 (g = 4,0) para os complexos

e dados obtidos in vitro! para os peptideos.

Otimizacao total

Complexos AHint Eligacgode H?  Eforcas de disperszo® ~ Ka (MM)!  1Cs0 (mM)?
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
RBD-SAP1 -205,37 -95,56 -159,51 0,53+£0,01 2,39+0,20
RBD-SAP2 -51,38 -21,76 -51,18 10,7+4,2 3,72+0,37
RBD-SAP3 -1,95 -11,33 -28,64 - >75
RBD-SAP4 11,50 -21,50 -29,86 - >75
RBD-SAP5 -75,64 -36,31 -74,30 - >75
RBD-SAP6 -54,61 -14,45 -20,69 136+014 190+0,14

ILARUE et al. (2021);
aEnergia total, calculada pela diferencga de energia entre produto e reagentes;
® Calculado pela diferenca de energia entre produto e reagentes.
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Comparando as interagdes identificadas pelo PM7, nota-se que, em geral, as forcas de
dispersdo tém maior contribuicdo na manutencdo da interagdo entre a proteina e o peptideo.
Todavia, na entalpia de interacdo outros fatores sao importantes como, por exemplo, as
mudancas conformacionais resultantes do processo de interacdo entre o peptideo e o RBD,
alcancaveis pela liberagdo total das coordenadas atémicas do sistema durante a busca pelo
minimo de energia.

Analises tedricas ja haviam proposto o uso de peptideos derivados da hACE2 como
candidatos para interferir na infeccéo viral pelo SARS-CoV-2 (HAN e KRAL, 2020). O estudo
de LARUE et al. (2021) forneceu a prova de conceito e demonstrou a viabilidade na inibicgéo,
utilizando peptideos baseados no proprio receptor da Spike, agindo na interface de interacdo.
Por outro lado, os dados indicam que a atividade biol6gica alcancada ndo é muito elevada, ja

que os valores de ICso estdo na faixa milimolar (mM) baixa, assim como os valores de Ka.

5.4 Propostas de modificacio estrutural nos peptideos como ligantes covalentes

Inibidores covalentes tém sido explorados no planejamento de medicamentos,
principalmente por causa de seu tempo de residéncia prolongado e seu potencial para alvos
onde moléculas de ligacdo reversivel ndo tiveram sucesso (HILLEBRAND e GEHRINGER,
2022). Esse tipo de ligante pode alcancar elevada poténcia em consequéncia da formacédo de
ligacdes covalentes com residuos na proteina-alvo. Assim, a incorporacdo de um grupo capaz
de formar ligacéo covalente com o alvo, conhecido como grupo reativo ou grupo ogiva, pode
ser uma estratégia interessante para melhorar a poténcia dos peptideos derivados da hACE2.
Por outro lado, devido a sua reatividade, uma deficiéncia frequentemente apontada nos
inibidores covalentes é que eles em geral tém baixa seletividade, um problema que devera ser
minimizado pela boa complementaridade entre a estrutura dos SAPs e o RBD da Spike, visto
gue a sequéncia de aminoacidos dos peptideos é a mesma do receptor.

Alguns residuos nucleofilicos podem ser explorados em alvos potenciais para ligantes
covalentes, como a cisteina, serina, treonina, tirosina e lisina. De fato, como descrito
anteriormente, ha alguns residuos de tirosina no RBD da Spike na regido de contato com 0s
peptideos SAPs 1, 2 e 6 e uma forte interacdo presente em todos os complexos envolveu uma
ligacdo de hidrogénio entre os residuos Tyr449 do RBD e Asp38 dos peptideos.

A quimica da troca enxofre-triazol (SUTEX, do inglés Sulfur-Triazole Exchange), foi
apresentada por HAHM e colaboradores (2020) como uma plataforma ajustavel para o
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desenvolvimento de ligantes covalentes, mostrando que modificagdes no grupo de saida 1,2,4-
triazol podem fornecer ligantes com quimiosseletividade aumentada em ~5 vezes para tirosinas
em relacdo a outros aminoacidos nucleofilicos.

Baseado nessa proposta, projetou-se a modificacdo na cadeia lateral do residuo Asp38
dos peptideos para torna-lo um grupo ogiva do tipo SUTEX para reagir covalentemente com a
Tyr449 do RBD. Dessa maneira, 0s SAPs 1, 2 e 6, que apresentaram os melhores resultados de
interacdo com a proteina e que possuem residuos de tirosina na regido de contato, foram
submetidos a essa alteracdo. Assim, fez-se a troca do carboxilato do aspartato inicialmente pelos
grupos 1,2,4-triazol-sulfonila (aqui denominado de Z1) e 1,2,3-triazol-sulfonila (denominado
de Z2) (Tabela 9). Por sua semelhanca, também foram propostos peptideos modificados
contendo o grupo ogiva fosfonil-triazol, a fim de avaliar o efeito da troca do atomo de enxofre

pelo de fésforo na reatividade do grupo ogiva.

Tabela 9: SAPs modificados contendo a sequéncia EZLFYQ, em que Z é um dos aminoacidos
modificados abaixo, contendo grupos sulfonil-triazol (X = S) ou fosfonil-triazol (X = P),
propostos neste trabalho para ligacdo covalente com o RBD.

R N
N N o
R X 0 \(\/
\ N—N._
)s\ OH @) O

e NH, NH;,
SAP modificado Anel heterociclico R
SAPN-Z1(S ou P) 1,2,4-triazol H
SAPN-Z2(S ou P) 1,2,3-triazol H
SAPN-Z3(S ou P) 1,2,4-triazol CeHs
SAPN-Z4(S ou P) 1,2,4-triazol 4-FCsHs
SAPN-Z5(S ou P) 1,2,4-triazol 4-OCH3CgH4

n=1 2o0ub6.

Antes da formacdo de um aduto covalente entre os peptideos modificados e 0 RBD,
deve haver um equilibrio de formacdo de um complexo ndo-covalente. A partir dos dados de
entalpia de formacdo, calculou-se por meio da equacao 7 a entalpia de interacéo, inicialmente
somente para os complexos com peptideos modificados SAPnZ1S e SAPnZ2S (n =1, 2 ou 6),
ndo-covalentes e totalmente otimizados. Observou-se que os valores de AHint (Tabela 10) foram

menos favoraveis em relagdo aos dos complexos com peptideos ndo modificados SAP1, SAP2
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e SAP6 (Tabela 8). Além disso, as energias tanto das ligacdes de hidrogénio quanto das forgas
de dispersdo variaram, se tornando mais ou menos favoraveis. Assim como o peptideo nédo
modificado SAP1, os peptideos SAP1-Z1S e SAP1-Z2S podem ser considerados como 0S
melhores candidatos a ligante do RBD do SARS-CoV-2 de sua série, em razdo dos melhores

valores de AHint.

Tabela 10: Parametros calculados pelo método semi-empirico PM7 (¢ = 4,0), para 0s
complexos de interacdo com peptideos modificados com grupos sulfonil-1,2,4-triazol (Z1S) e
com grupo sulfonil-1,2,3-triazol (Z2S).

Complexo Eligacao de H? Eforcas de dispersao®
AHint (kcal/mol)

modificado (kcal/mol) (kcal/mol)
RBD-SAP1-Z1S -101,46 -47,94 -170,11
RBD-SAP1-Z2S -91,12 -40,19 -160,36
RBD-SAP2-Z1S -13,86 -6,46 -91,88
RBD-SAP2-Z2S -26,43 -7,97 -93,49
RBD-SAP6-Z1S -23,03 -19,92 -85,56
RBD-SAP6-Z2S -23,28 -23,03 -85,87

2Energia total, calculada pela diferenca de energia entre produtos e reagentes;
® Calculado pela diferenca de energia entre produtos e reagentes.

Na tabela 11, séo apresentados os valores correspondentes de entalpia de interacéo para
os complexos com peptideos modificados SAPnZ1P e SAPnZ2P (n =1, 2 ou 6), ndo-covalentes
e totalmente otimizados. Pode-se observar que 3 peptideos modificados, SAP2-Z1P, SAP6-
Z1P e SAP6-Z2P, apresentaram valores da AHin mais favoraveis do que seus respectivos
contendo o grupo sulfonil-triazol, embora ainda ndo tdo favordveis em relagdo aos dos

complexos com peptideos ndo modificados (Tabela 8).

Tabela 11: Pardmetros calculados pelo método semi-empirico PM7 (¢ = 4,0), para 0s
complexos de interacdo com peptideos modificados com grupos ogiva fosfonil-1,2,4-triazol
(Z1P) e com grupo fosfonil-1,2,3-triazol (Z2P) (continua).

Complexo Eliga(;éo de H? Eforgas de dispersé\ob
o AHint (kcal/mol)
modificado (kcal/mol) (kcal/mol)
RBD-SAP1-Z1P -65,55 -43,89 -159,11
RBD-SAP1-Z2P -75,21 -49,13 -163,47
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RBD-SAP2-Z1P
RBD-SAP2-Z2P
RBD-SAP6-Z1P
RBD-SAP6-Z2P

-22,53 -6,31
-20,84 5,75
-30,78 -18,31
-32,83 -23,70

-91,22
-86,14
-82,34
-85,77

2Energia total, calculada pela diferenca de energia entre produto e reagentes;
® Calculado pela diferenca de energia entre produto e reagentes.

5.5 Analise da formacio do complexo covalente

Ap0s o equilibrio de formacao do complexo ndo-covalente (Figura 21, etapa 1), 0 passo

posterior ¢ a formacdo do complexo covalente. Avaliamos a formacdo para os peptideos
modificados contendo o grupo 1,2,4-triazol (Z1S e Z1P) ou 1,2,3-triazol (Z2S e Z2P). A
proposta é que o par de elétrons livres do atomo de nitrogénio do anel triazélico capture o

hidrogénio da Tyr449, que esta mais proxima, sendo que a carga positiva resultante no anel

triazlico protonado serd estabilizada por ressonancia (Figura 21, etapa 2). O oxigénio

desprotonado e agora carregado negativamente, um nucledfilo potente, faz um ataque

nucleofilico no enxofre ou fosforo do residuo modificado do peptideo, rompendo a ligacéo S-

N ou P-N e formando, em seguida, um complexo covalente, com a liberacdo do grupo de saida

1,2,4-triazol ou 1,2,3-triazol (Figura 21, etapa 3).

Complexo de intera(;éo(i)onizado o
) oA\
o /\SAP \SI/\

RBD

|
o
*N

g

S

O_\_/t ,L\'

E&Lﬁi?

Complexo de interacdo

O O\
N5 Nsap RBD
etapa 1 O)
- \

H"/zN\\_Z

Complexo covalente

etapa 3

P — 0]
o -
RBD

| SAP

N

SAP

etapa 2
-
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Figura 21: Exemplos de mecanismo propostos para a formacéao da ligacdo covalente entre os residuos
Tyr449 do RBD da Spike e os aminoacidos modificados presentes nos peptideos (A) SAPn-Z1S e (B)
SAPN-Z1P. Mecanismo similar pode ser proposto para os peptideos contendo o grupo 1,2,3-triazol
SAPN-Z2S e SAPn-Z2P.

A viabilidade da etapa 1 do mecanismo de reacdo (figura 21), ou seja, a captura do
hidrogénio da hidroxila da Tyr449, foi avaliada por meio da mensuracao da distancia entre o
nitrogénio do anel triazolico e o hidrogénio da tirosina. Esse € um parametro importante, pois
por meio dele foi possivel ter a nocéo se a desprotonacdo seria viavel, além de possibilitar a
deducdo de em quais complexos isso aconteceria mais facilmente. Baseado nos valores
fornecidos pelo Pymol, pode-se dizer que os derivados do SAP1, contendo o &tomo de enxofre
ou fosforo no residuo modificado Z38, estad mais bem posicionado em relacéo a tirosina, visto
que a distancia entre os atomos que reagem € de 2,8 A (Figura 22) e, assim, pode-se afirmar
gue nos complexos com esse peptideo a reacao provavelmente se dara mais rapidamente.

Isso vale também para os complexos com o SAP2 (na modificacdo Z1; Figura 23A) e
SAP6 (na modificacdo Z2; Figura 24A), onde os peptideos encontram-se a uma distancia de ~
3,4 A da Tyr449. Em contrapartida, os peptideos nos complexos RBD-SAP2-Z2 e RBD-SAP6-
Z1 encontram-se mais distantes da tirosina, 4,5 A (Figuras 23B) e 5,3 A (24A), respectivamente.
Nestes casos, a reacdo devera ser mais lenta. Essencialmente os mesmos valores foram

encontrados nos complexos contendo o atomo de fésforo no grupo ogiva.

65



Figura 22: Distancia entre o nitrogénio do anel triazélico e o hidrogénio da hidroxila da Tyr449 (C

em rosa), nos complexos RBD-SAP1 modificados com grupo sulfonil-triazol. A) RBD-SAP1-Z1

com 2,8 A; B) RBD-SAP1-Z2 com 2,8 A. Obs: apenas os hidrogénios polares s&o mostrados; e, nos
complexos modificados contendo o grupo fosfonil-triazol, esses valores se alteraram para 2,6 A.

Figura 23: Distancia entre o nitrogénio do anel trizélico e o hidrogénio da hidroxila da Tyr449 (C em
rosa), nos complexos RBD-SAP2 modificados com grupo sulfonil-triazol. A) RBD-SAP2-Z1 com
3,3 A; B) RBD-SAP2-Z2 com 4,5 A. Obs: apenas os hidrogénios polares sio mostrados; e, 0s mesmos
valores foram encontrados nos complexos modificados contendo o grupo fosfonil-triazol.

66



Figura 24: Distancia entre o nitrogénio do anel trizélico e o hidrogénio da hidroxila da Tyr449 (C em
rosa), nos complexos RBD-SAP6 modificados com grupo sulfonil-triazol. A) RBD-SAP6-Z1 com
5,3 A; B) RBD-SAP6-Z2 com 3,5 A. Obs: apenas os hidrogénios polares sio mostrados; e, 0S mesmos
valores foram encontrados nos complexos modificados contendo o grupo fosfonil-triazol.

No estudo da metodologia SUTEx (HAHM et al., 2020), verificou-se que estruturas
contendo o grupo sulfonil-1,2,3-triazol possuem menor seletividade para tirosina frente a lisina
(Tyr/Lys = 2,3; ANEXO F), em comparacdo com aquelas contendo o grupo sulfonil-1,2,4-
triazol (Tyr/Lys = 2,8; ANEXO F). Diante dessa caracteristica, os autores realizaram a sintese
e a andlise de uma série de anélogos de 1,2,4-triazol, com diferentes alteragGes na posic¢éo R do
anel triazolico (Tabela 9), com a finalidade de elevar essa especificidade. Observou-se que a
quimiosseletividade foi melhorada com a adi¢édo do grupo fenila (Tyr/Lys = 3,5; ANEXO F) ao
anel 1,2 4-triazol e que a substituigdo no fenil-triazol modificou ainda mais esse
comportamento. De maneira que a adi¢ao do substituinte flior na posi¢do para do anel, resultou
numa especificidade ligeiramente reduzida, em relacdo aos outros derivados, além de uma
proximidade na reatividade com o 1,2,3-triazol. Por outro lado, a adi¢do do grupo metdxi na
posicao para da fenila demonstrou ser altamente seletiva para tirosina (Tyr/Lys = ~5; ANEXO
F). Assim, a partir desses resultados, foram realizadas in silico as substituicdes no anel
heterociclico 1,2,4-triazol, denominadas de Z3, Z4 e Z5 (tabela 9).

No planejamento dos complexos com os peptideos derivados foram considerados 0s
parametros calculados pelo MOPAC, que somado a distancia entre o nitrogénio do anel
triazolico e o hidrogénio da cadeia lateral da Tyr449, definiram o peptideo SAP1 como melhor
candidato a ligante do RBD da Spike do SARS-CoV-2. Deste modo, para esses novos

complexos, foi determinado inicialmente a AHint (Tabela 12), seguindo 0 mesmo procedimento
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utilizado para os peptideos modificados SAP1-Z1(S ou P) e SAP1-Z2(S ou P), aplicando a
equacdo 7 no calculo desse parametro. Pode-se observar que a introducao da fenila melhorou o
valor de AHin, comparado com RBD-SAP1-Z1S e RBD-SAP1-Z1P. Além disso, na
mensuracéo da distancia entre o N triazélico e o H da tirosina, obteve-se o valor de 2,4 A em
todos os sistemas (ANEXO G).

Tabela 12: AHint e energias de interagéo calculadas pelo método semi-empirico PM7 (g = 4,0),

para os complexos derivados.

Complexo derivado  Substituicdo? AHin Eligagao ce 1 Etorcas dedisperio”
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
RBD-SAP1-Z3S CeHs -111,23 -56,23 -175,96
RBD-SAP1-Z4S 4-FCsH4 -102,22 -46,80 -169,44
RBD-SAP1-Z5S 4-OCH3CgH4 -98,80 -48,14 -166,09
RBD-SAP1-Z3P CeHs -118,97 -53,34 -163,31
RBD-SAP1-Z4P 4-FCsH4 -64,77 -36,78 -151,40
RBD-SAP1-Z5P 4-OCH3CgH4 -51,69 -34,27 -144,59

no anel 1,2,4-triazol;
aEnergia total, calculada pela diferencga de energia entre produto e reagentes;
® Calculado pela diferenca de energia entre produto e reagentes.

Diante dos bons resultados de AHint, realizou-se o ataque nucleofilico (etapa 3) nos
complexos ndo covalentes RBD-SAP1-Zn, onde n corresponde a 1,2,3,4 ou 5 (tabela 9). Para
simular a reacdo nas condi¢cdes mais préximas do real, nos célculos foi assumido que os
peptideos modificados estdo inicialmente em fase aquosa (e = 78,4), enquanto 0 RBD esta no
meio de baixa polaridade (¢ = 4). Conforme o ligante se aproxima do sitio ativo de seu alvo, a
solvatacdo ao redor de ambos diminui, aproximando os residuos que irdo interagir. Os
complexos covalentes resultantes, RBD-SAP1-Zn(S ou P)cov (onde, Zn: modificacdo 1,2,3,4
ou 5; cov: covalente), situam-se no meio dielétrico de menor constante (¢ = 4), liberando
finalmente o grupo de saida (GS) para 0 meio aquoso (¢ = 78,4) na etapa 3 do mecanismo
proposto.

A partir dos dados de AH{ dos reagentes e produtos, calculou-se a entalpia de reagéo
nos sistemas, contendo tanto o atomo de enxofre quanto o de fosforo no grupo ogiva, por meio

da equacao 10. Verificou-se que todas as reacdes sdo exotérmicas (Tabela 13), confirmando a
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afinidade proteina-ligante mesmo apoés as alteragdes estruturais nos peptideos. Além disso, 0s
complexos contendo 0 atomo de enxofre no grupo ogiva sdo mais estaveis entalpicamente, ou
seja, tem a maior tendéncia de serem formados e persistirem no meio em que foram estudados,

possivelmente devido as interacBes mais fortes e especificas presentes na interface RBD-SAP.

AH; = ([AH; (RBD-SAPNZCOV) o) + (AH: (GS) ag)] - [(AH: (RBD) o) + (AHr (SAPNZ) ag)]) (10)

Tabela 13: AH; calculada pelo método semi-empirico PM7 (¢ = 4,0), para 0s complexos

covalente.
Com atomo de enxofre Com atomo de fosforo
Complexo covalente AHyr (kcal/mol) Complexo covalente AHyr (kcal/mol)
RBD-SAP1-Z1Scov -128,73 RBD-SAP1-Z1Pcov -100,93
RBD-SAP1-Z2Scov -139,14 RBD-SAP1-Z2Pcov -109,89
RBD-SAP1-Z3Scov -115,80 RBD-SAP1-Z3Pcov -34,74
RBD-SAP1-Z4Scov -111,70 RBD-SAP1-Z4Pcov -36,15
RBD-SAP1-Z5Scov -124,20 RBD-SAP1-Z5Pcov -20,12

Nos dois sistemas covalentes, tanto o complexo RBD-SAP1-Z2Scov quanto RBD-
SAP1-Z2Pcov, que possuem o residuo Z38 do peptideo modificado pelo 1,2,3-triazol,
apresentaram uma entalpia mais favoravel. Sendo considerados como os SAPs de maior
reatividade prevista nas séries de complexos propostas. Embora a questdo da seletividade seja
muito importante quando pensamos em futuros farmacos, deve ser lembrado que a sugestao de
se basear em peptideos construidos a partir do proprio alvo da Spike, a hACEZ2, deve conferir
elevada seletividade aos peptideos. Nesse sentido, entendemos que a quimiosseletividade do
grupo ogiva seja menos importante, visto que é a estrutura do peptideo que ira conferir a
especificidade necessaria para que esse grupo sO venha a reagir com o residuo alvo na Spike, a
Tyra49.

Adicionalmente, mesmo que a formacédo do complexo de interacdo do SAP1 modificado
tenha sido entalpicamente mais favoravel do que a formagdo dos complexos covalentes do
SAP1, deve ser lembrado que complexos covalentes sdo em geral mais estaveis do que 0s
complexos ndo-covalentes, sendo essencialmente irreversiveis ou de reversibilidade longa, o

que deve se refletir em um efeito mais prolongado de acdo dos derivados propostos.
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6. CONCLUSAO

Nossos estudos indicam que todos os peptideos derivados da hACE2 possuem estabilidade
tanto em meio aquoso quanto na regidao mais proxima a cavidade da proteina, que € o local de
baixa polaridade, devido as ligacGes de hidrogénio identificadas, que preservam as suas
conformacdes nativas.

A otimizacdo total da geometria dos peptideos derivados da hACE2 e do RBD da Spike —
separadas e em complexo, ndo s6 conferiu uma estabilidade conformacional a eles, mas
permitiu que mais residuos interagissem, ampliando a afinidade entre eles.

A sequéncia EDLFYQ ¢é de fato importante para a interacdo proteina-peptideo, tendo em
vista que os complexos com os SAPs 1, 6 e 2, que a possuem em sua estrutura primaria,
apresentaram 0s melhores valores de entalpia de interacdo, respectivamente, com a efetiva
participacdo de residuos desse motivo estrutural em interagcbes com o RBD.

Os resultados teoricos de AHint ajudaram a esclarecer os experimentais, pois tem a mesma
tendéncia que a constante de dissociagéo (Kq) de cada complexo, de modo que os SAPs 1, 6 e
2, nesta ordem, que possuem maiores afinidades com o alvo, de fato estabelecem interac6es
com residuos especificos do RBD da Spike.

Dentre essas interacdes, a mais relevante envolveu os residuos Asp38 dos peptideos e a
Tyr449 do RBD. Isso permitiu o planejamento de modificacfes estruturais nos peptideos
baseadas na quimica SUTEX, usada para criar ligantes covalentes seletivos para tirosina, com a
introducao de um residuo modificado na posicao 38.

Os novos peptideos apresentaram, em geral, valores de AHint favoraveis com o RBD,
embora ndo tdo favoraveis quanto seus respectivos nativos. Apesar do desfavorecimento na
entalpia de interacdo dos complexos modificados, os peptideos SAP1-Z1(S ou P) e SAP1-Z2(S
ou P) tiveram excelentes resultados, visto que possuem uma sequéncia maior de aminoacidos
gue interagem com o RBD, com mais residuos contendo cadeias laterais polares, apolares e
carregadas ou ndo, em comparacao com 0s SAPs 2 e 6 modificados.

Adicionalmente, nossos resultados mostram a viabilidade da proposta, visto que complexos
de interacdo puderam ser convertidos em complexos ligados covalentemente com valores de
entalpias de reacdo favoraveis em todos os casos avaliados, sendo os sistemas com o 4tomo de
enxofre no grupo ogiva mais estaveis em relagéo aqueles contendo o atomo de fosforo. Somada

a seletividade pelo RBD da Spike do SARS-CoV-2, a capacidade de formacdo de ligacdes
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covalentes estaveis confere aos peptideos modificados aqui propostos caracteristicas potenciais
de inibig&o da infeccdo viral com agéo duradoura.

E importante destacar que a nossa proposta de inibicdo covalente combina tanto a
seletividade quanto a reatividade, isso porque utiliza um ligante com a mesma sequéncia
peptidica do receptor natural do RBD da Spike do SARS-CoV-2, contendo um grupo ogiva com
reatividade comprovada na literatura.

Além disso, ficou confirmado que o método de orbitais semi-empirico PM7 pode ser
aplicado de forma préatica em calculos de otimizacéo estrutural de sistemas contendo um grande
namero de atomos, incluindo proteinas e seus complexos, devido a rapidez e precisdo nos
calculos de entalpias de formagdo. Somado ao uso da aproximacdo do continuo para incluir o
efeito do meio externo no sistema molecular, descri¢cdes realistas e praticas de sistemas de
interesse em Quimica Medicinal sdo acessiveis aos grupos de pesquisa. Por ser um método
quantico, sua aplicagdo é particularmente Util em sistemas em que ocorram formacdo de
ligacBes covalentes, como é o caso de inibidores enzimaticos covalentes, exemplificados neste

estudo.
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ANEXOS

A — Relacgéo das ligacoes de hidrogénio identificadas no complexo nativo RBD-SAP1, no

arquivo arc, apos a otimizacao total.

SUMMARY OF PM7 CALCULATION, Site No: 22345

MOPAC2016 (Version: 18.117L)
Wed May 17 09:19:04 2023

Empirical Formula: C1078 H1583 N277 0317 S8 = 3263 atoms

MOZYME PDBOUT EPS=4.0 1SCF DISP(1.0)

1SCF WAS SPECIFIED, SO BFGS WAS NOT USED
SCF FIELD WAS ACHIEVED

HEAT OF FORMATION = -18207.98023 KCAL/MOL = -76182.18927 KJ/MOL
TOTAL ENERGY = -6931069.70971 KCAL/MOL
ENERGY OF ATOMS = 6916928.14541 KCAL/MOL
SUM = -14141.56430 KCAL/MOL
DISPERSION ENERGY =  -3032.24532 KCAL/MOL
H-BOND ENERGY = -1068.21653 KCAL/MOL
MM CORR. FOR -CO-NH- = 34.04592 KCAL/MOL

SUM = -18207.98023 KCAL/MOL

No. OF HYDROGEN BONDS = 282  (H-bond Energy < -1.0 Kcal/mol)
List of hydrogen bonds found

No. Donor R(D-H) Hydrogen Acceptor
energy

1 "ATOM 3120 OE2 GLU E 516" 1.469 "ATOM 1266 HH TYR E 396" "ATOM 1257 OH TYR E 396"
Kcal/mol

2 "ATOM 1405 OE1 GLU E 406" 1.508 "ATOM 2800 HH TYRE 495" "ATOM 2791 OH TYR E 495"
Kcal/mol

3 "ATOM 243 OH TYRA 41" 1.688 "ATOM 2869 HG1 THR E 500" "ATOM 2864 OG1 THR E 500"
Kcal/mol

4 "ATOM 1284 OD2 ASP E 398" 1.665 "ATOM 1676 HH TYR E 423" "ATOM 1667 OH TYR E 423"
Kcal/mol

H-bond

-4.93

-4.88

-4.87

-4.85

5 "ATOM 2048 OH TYR E 449" 1.158 "ATOM 2057 HH TYR E 449" "ATOM 188 OD2 ASP A 38"

4.85 Kcal/mol

6 "ATOM 766 OD1 ASP E 364" 1.620 "ATOM 803 HG SER E 366" "ATOM 798 OG SER E 366"
Kcal/mol

7 "ATOM 931 OG SERE 375" 1.692 "ATOM 2989 HH TYRE 508" "ATOM 2980 OH TYR E 508"
Kcal/mol

8 "ATOM 1904 O ASNE 439" 1.704 "ATOM 1970 HG SER E 443" "ATOM 1965 OG SER E 443"

Kcal/mol
9 "ATOM 487 O PHEE 347" 1.689 "ATOM 2092 HH TYRE 451" "ATOM 2083 OH TYR E 451"

Kcal/mol
10 "ATOM 2123 OH TYRE 453" 1.699 "ATOM 2937 HH TYRE505" "ATOM 2928 OH TYR E 505"
Kcal/mol
11 "ATOM 1205 O THRE 393" 1.717 "ATOM 3226 HG1 THR E 523" "ATOM 3221 OG1 THR E 523"
Kcal/mol
12 "ATOM 2387 OD1 ASPE 467" 1.682 "ATOM 2422 HG SER E 469" "ATOM 2417 OG SER E 469"
Kcal/mol

-4.79
-4.65
-4.63
-4.46
-4.46
-4.36

-4.36
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13 "ATOM 2630 O GLY E 485" 1.670 "ATOM 2698 HH TYR E 489" "ATOM 2689 OH TYRE 489" -4.34

Kcal/mol
14 "ATOM 127 O HISA 34" 1682 "ATOM 2132 HH TYRE 453" "ATOM 2123 OH TYRE 453" -4.33
Kcal/mol
15 "ATOM 2879 OD1 ASN E501" 1.695 "ATOM 252 HH TYRA 41" "ATOM 243 OH TYRA 41" -4.30
Kcal/mol

16 "ATOM 1077 OG1 THR E 385" 1.716 "ATOM 1057 HG SER E 383" "ATOM 1052 OG SERE 383" -4.27
Kcal/mol
17 "ATOM 1955 OD2 ASP E 442" 1.706 "ATOM 1900 HG SER E 438" "ATOM 1895 OG SER E 438" -4.10

Kcal/mol
18 "ATOM 2199 O ARGE 457" 1.692 "ATOM 2491 HH TYRE 473" "ATOM 2482 OH TYRE 473" -4.08
Kcal/mol
19 "ATOM 63 OD2 ASP A 30" 1.410 "ATOM 1578 2HZ LYSE 417" "ATOM 1566 NZ LYSE 417" -3.56
Kcal/mol

20 "ATOM 642 NZ LYSE 356" 1.179 "ATOM 654 2HZ LYSE 356" "ATOM 379 OE2 GLU E 340" -3.53
KZ(:fI/T:'II'OM 3195 O PROES521" 1.750 "ATOM 1212 HG1 THR E 393" "ATOM 1207 OG1 THR E 393" -3.42
KZCSI/TX!I'OM 900 OG SERE 373" 1.787 "ATOM 884 HG SERE 371" "ATOM 879 OG SERE 371" -3.38
KZC??I/TAOITOM 1648 OD1 ASNE 422" 1.660 "ATOM 2144 H ARGE 454" "ATOM 2133 N ARGE 454" -3.19

KZCZIIT:'II'OM 2388 OD2 ASP E 467" 1.614 "ATOM 2215 HE ARG E 457" "ATOM 2203 NE ARG E 457" -3.18
KZCSaIIT:'II'OM 1284 OD2 ASP E 398" 1.592 "ATOM 633 2HH2 ARG E 355" "ATOM 620 NH2 ARG E 355" -3.17
lggal/'r'rx)'ll'OM 2619 OE1 GLU E 484" 1.630 "ATOM 871HZ LYSA 31" "ATOM 76 NZ LYSA 31" -3.14
léc;all"rg\(¥OM 1148 OD2 ASP E 389" 1.397 "ATOM 1107 3HZ LYSE 386" "ATOM 1094 NZ LYSE 386" -3.11
légall'r'g?'ll'OM 2619 OE1 GLU E 484" 1580 "ATOM 2710 H PHE E 490" "ATOM 2699 N PHE E 490" -3.08
légall'fg?ll'OM 1283 OD1 ASP E 398" 1.675 "ATOM 629 HE ARG E 355" "ATOM 617 NE ARGE 355" -2.99
léc(:)a”"n/&ql!OM 2804 O GLY E 496" 1.755 "ATOM 2885 1HD2 ASN E 501" "ATOM 2880 ND2 ASN E 501" -2.97
léial/'r'rx)'ll'OM 149 OE2 GLU A 35" 1585 "ATOM 882HZ LYSA 31" "ATOM 76 NZ LYSA 31" -2.97
légall"rg\%!OM 1954 OD1 ASP E 442" 1.767 "ATOM 3013 2HH2 ARG E 509" "ATOM 3000 NH2 ARG E 509" -2.88
légall'anoTl'OM 704 OG SERE 359" 1.751 "ATOM 675 HE ARG E 357" "ATOM 663 NE ARG E 357" -2.87
lézall'r'n:'ll'OM 2660 OD1 ASN E 487" 1.681 "ATOM 103H THRA 27" "ATOM 1 N THRA 27" -2.84
légall"rg?l!OM 261 NE2 GLN A 42" 2.202 "ATOM 2843 1HE2 GLN E 498" "ATOM 2836 NE2 GLN E 498" -2.84
Iécf:iall"rgf')I!OM 1955 OD2 ASP E 442" 1.616 "ATOM 3009 HE ARG E 509" "ATOM 2997 NE ARG E 509" -2.80
léga”‘r'TX)Tl'OM 1133 OD1 ASN E 388" 1.677 "ATOM 784 H TYRE 365" "ATOM 772 N TYRE365" -2.77
légall'r'r}\o'll'OM 260 OE1 GLN A 42" 1864 "ATOM 2013 H GLY E 446" "ATOM 2009 N GLY E 446" -2.76
légall'r'n:'ll'OM 1893 O SER E 438" 1.734 "ATOM 1956 H ASP E 442" "ATOM 1948 N ASP E 442" -2.74
I51((:)all'r'nﬁc\)':'0M 3033 O VAL E511" 1.890 "ATOM 1831 H ILE E 434" "ATOM 1823 N ILE E 434" -2.68
lflial/‘r'g?'ll'OM 2387 OD1 ASP E 467" 1.865 "ATOM 2418 H SERE 469" "ATOM 2412 N SERE 469" -2.65
lf‘r(;il/'r't]ﬁ?'ll'oM 1219 O ASN E 394" 1.950 "ATOM 3121 H GLU E 516" "ATOM 3112 N GLU E 516" -2.65
lf‘rg(’ill'r'g(zll'OM 1222 OD1 ASN E 394" 1.729 "ATOM 709 HG SER E 359" "ATOM 704 OG SER E 359" -2.64
lflza:j'r'rx'l:'OM 148 OE1 GLU A 35" 1.838 "ATOM 2775 H SER E 494" "ATOM 2769 N SER E 494" -2.64
Kcal/mo

45 "ATOM 2681 O TYRE 489" 1.655 "ATOM 2483 H TYRE 473" "ATOM 2471 N TYRE 473" -2.64
Kcal/mol
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46 "ATOM
Kcal/mol
47 "ATOM
Kcal/mol
48 "ATOM
Kcal/mol
49 "ATOM
Kcal/mol
50 "ATOM
Kcal/mol
51 "ATOM
Kcal/mol
52 "ATOM
Kcal/mol
53 "ATOM
Kcal/mol
54 "ATOM
Kcal/mol
55 "ATOM
Kcal/mol
56 "ATOM
Kcal/mol
57 "ATOM
Kcal/mol
58 "ATOM
Kcal/mol
59 "ATOM
Kcal/mol
60 "ATOM
Kcal/mol
61 "ATOM
Kcal/mol
62 "ATOM
Kcal/mol
63 "ATOM
Kcal/mol
64 "ATOM
Kcal/mol
65 "ATOM
Kcal/mol
66 "ATOM
Kcal/mol
67 "ATOM
Kcal/mol
68 "ATOM
Kcal/mol
69 "ATOM
Kcal/mol
70 "ATOM
Kcal/mol
71 "ATOM
Kcal/mol
72 "ATOM
Kcal/mol
73 "ATOM
Kcal/mol
74 "ATOM
Kcal/mol
75 "ATOM
Kcal/mol
76 "ATOM
Kcal/mol
77 "ATOM
Kcal/mol
78 "ATOM
Kcal/mol

1779 O THR E 430" "ATOM 3103 H PHE E 515" 3092 N PHE E 515"

1292 O SER E 399" "ATOM 604 H ASN E 354" 596 N ASN E 354"

144 O GLU A 35" "ATOM 201 H LEUA 39" 193 N LEUA 39"

187 OD1 ASP A 38" "ATOM 2844 2HE2 GLN E 498" 2836 NE2 GLN E 498"

954 O PHE E 377" "ATOM 991 2HZ LYSE 378" 979 NZ LYSE 378"

940 O THR E 376" "ATOM 1847 H ALAE 435" 1842 N ALAE 435"

2565 N CYS E 480" "ATOM 2588 2HD2 ASN E 481" 2582 ND2 ASN E 481"

2115 O TYR E 453" "ATOM 2761 H GLN E 493" 2752 N GLN E 493"

2752 N GLN E 493" "ATOM 2767 1HE2 GLN E 493" 2760 NE2 GLN E 493"

1845 O ALAE 435" "ATOM 944 H THR E 376" 937 N THR E 376"

2016 N GLY E 447" "ATOM 269 1HE2 GLN A 42" 261 NE2 GLN A 42"

1800 O CYSE 432" "ATOM 3070 H LEU E 513" 3062 N LEU E 513"

2160 O LEU E 455" "ATOM 1579 3HZ LYSE 417" 1566 NZ LYSE 417"

2064 OD1 ASN E 450" "ATOM 479 HE ARG E 346" 467 NE ARG E 346"

1222 OD1 ASN E 394" "ATOM 677 2HH1 ARG E 357" "ATOM 665 NH1 ARG E 357"

3115 O GLU E 516" "ATOM 1209 H THRE 393" "ATOM 1202 N THR E 393"

2350 OE2 GLU E 465" "ATOM 2218 1HH2 ARG E 457" "ATOM 2206 NH2 ARG E 457"

1810 O VAL E 433" "ATOM 980 H LYSE378" "ATOM 971 N LYSE 378"

2811 O PHE E 497" "ATOM 1980 H LYSE 444" "ATOM 1971 N LYS E 444"

1050 O SER E 383" "ATOM 1116 H LEUE 387" "ATOM 1108 N LEU E 387"

347 O PHE E 338" "ATOM 413 H PHE E 342" "ATOM 402 N PHE E 342"

2179 O PHE E 456" "ATOM 2154 2HH1 ARG E 454" "ATOM 2142 NH1 ARG E 454"

2415 O SER E 469" "ATOM 2155 1HH2 ARG E 454" "ATOM 2143 NH2 ARG E 454"

637 O LYSE 356" "ATOM 1272 H ALAE397" "ATOM 1267 N ALA E 397"

1393 OD2 ASP E 405" "ATOM 1378 2HH2 ARG E 403" "ATOM 1365 NH2 ARG E 403"

2722 O PRO E 491" "ATOM 2187 H PHE E 456" "ATOM 2176 N PHE E 456"

1303 O PHE E 400" "ATOM 3021 H VAL ES510" "ATOM 3014 N VAL E 510"

1233 O VAL E 395" "ATOM 688 H "ATOM 680 N

3120 OE2 GLU E 516" "ATOM 1229 2HD2 ASN E 394" "ATOM 1223 ND2 ASN E 394"

1432 O ARG E 408" "ATOM 1536 2HE2 GLN E 414" "ATOM 1528 NE2 GLN E 414"

1185 O PHE E 392" "ATOM 3237 H VAL E 524" "ATOM 3230 N VAL E 524"

71 O LYSA 31" 150 H GLU A 35" 141 N GLUA 35"

2026 O ASN E 448" "ATOM 2084 H TYRE 451" "ATOM 2072 N TYR E 451"

-2.61
-2.60
-2.59
-2.59
-2.55
-2.54
-2.53
-2.53
-2.53
-2.52
-2.52
-2.50
-2.48
-2.48
-2.45
-2.44
-2.39
-2.38
-2.38
-2.37
-2.33
-2.33
-2.32
-2.32
-2.32
-2.31
-2.31
-2.30
-2.29
-2.28
-2.28
-2.27

-2.23
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79 "ATOM 1921 OD1 ASNE 440" 2.041 "ATOM 1871 HE1 TRP E 436" "ATOM 1859 NE1 TRP E 436" -2.21

K;(&)II/T:\!I'OM 1052 OG SERE 383" 1.970 "ATOM 1079 H THRE 385" "ATOM 1072 N THRE 385" -2.20
KE;:]&.II/TX!I'OM 2657 O ASNE 487" 1942 "ATOM 2514 H ALAE 475" "ATOM 2509 N ALAE 475" -2.19
KE;:;I/T:'II'OM 132 NE2 HIS A 34" 2174 "ATOM 13751HH1 ARG E 403" "ATOM 1364 NH1 ARG E 403" -2.18
K;??I/TXI'I'OM 713 O ASNE 360" 2.115 "ATOM 295 H ASN E 334" "ATOM 287 N ASN E 334" -2.17
K;ZI/TX!I'OM 2755 O GLN E 493" 1.868 "ATOM 2124 H TYRE 453" "ATOM 2112 N TYRE 453" -2.16
KE;:SI/TXITOM 599 O ASNE 354" 1873 "ATOM 1295 H SER E 399" "ATOM 1289 N SERE 399" -2.16
KggI/T:'II'OM 2072 N TYRE451" 2.224 "ATOM 2070 1HD2 ASN E 450" "ATOM 2065 ND2 ASN E 450" -2.16
K;?ZT:':I'OM 2519 N GLY E 476" 2.415 "ATOM 2667 2HD2 ASN E 487" "ATOM 2661 ND2 ASN E 487" -2.15
Kcal/mo

88 "ATOM 3000 NH2 ARG E 509" 2.346 "ATOM 495 H PHE E 347" "ATOM 484 N PHEE 347" -2.14
Kcal/mol
89 "ATOM 1583 O ILEE 418" 1.978 "ATOM 1650 H ASN E 422" "ATOM 1642 N ASNE 422" -2.13

Kcal/mol
90 "ATOM 796 O SERE 366" 1.888 "ATOM 873 2HD2 ASN E 370" "ATOM 867 ND2 ASN E 370" -2.12
Kcal/mol
91 "ATOM 124 N HISA 34" 2673 "ATOM 175 H GLUA 37" "ATOM 166 N GLUA 37" -211
Kcal/mol

92 "ATOM 3017 O VAL E510" 2.057 "ATOM 1311 H PHE E 400" "ATOM 1300 N PHE E 400" -2.11
Kcal/mol
93 "ATOM 3233 O VAL E524" 1806 "ATOM 1193 H PHEE 392" "ATOM 1182 N PHEE 392" -2.10

ngllrng\ITOM 575 O TRPE353" 1.738 "ATOM 2376 HE ARG E 466" "ATOM 2364 NE ARG E 466" -2.10
KgaSI/TZITOM 2256 O ASN E 460" 1.894 "ATOM 2217 2HH1 ARG E 457" "ATOM 2205 NH1 ARG E 457" -2.09
Kg%”n']'(/)AITOM 1680 O LYSE 424" 1748 "ATOM 2333 H PHE E 464" "ATOM 2322 N PHE E 464" -2.09
Kga;”n']'?ﬁlTOM 3249 O CYSES525" 1873 "ATOM 755 H ALAE 363" "ATOM 750 N ALAE 363" -2.09
K(Q:aSIIrT]'c,)AI\TOM 763 O ASPE 364" 2.046 "ATOM 828 H LEUE 368" "ATOM 820 N LEU E 368" -2.08
KSZIIW'OAITOM 683 O ILEE 358" 2.065 "ATOM 1237 H VAL E 395" "ATOM 1230 N VAL E395" -2.07
|i?)?)llrnngOM 1392 OD1 ASP E 405" 1.806 "ATOM 1449 1HH1 ARG E 408" "ATOM 1438 NH1 ARG E 408"-2.07
ligillrnleOM 2913 O GLY E504" 2.019 "ATOM 1374 HE ARG E 403" "ATOM 1362 NE ARG E 403" -2.06
Ii((:)aZI/rTf&ITOM 2029 OD1 ASNE 448" 1.994 "ATOM 1992 3HZ LYSE 444" "ATOM 1979 NZ LYS E 444" -2.05
lic(:)%lm']'oAlTOM 2913 O GLY E504" 1.942 "ATOM 1394 H ASP E 405" "ATOM 1386 N ASP E 405" -2.05
|i?)zjlllrng\ITOM 449 O THRE 345" 2.075 "ATOM 481 2HH1 ARG E 346" "ATOM 469 NH1 ARG E 346" -2.05
lif)%lm'l'oAlTOM 2075 O TYRE451" 1971 "ATOM 2792 H TYRE 495" "ATOM 2780 N TYRE 495" -2.05
lic(:)ililmj'oAlTOM 1793 O GLY E 431" 1.855 "ATOM 1015 H TYRE 380" "ATOM 1003 N TYRE 380" -2.04
EB%I/TXTOM 2384 O ASP E 467" 1.933 "ATOM 2152 HE ARG E 454" "ATOM 2140 NE ARG E 454" -2.03
li((:)(’iSIm']',(:TOM 2349 OE1GLU E 465" 1.951 "ATOM 2295 H LYSE 462" "ATOM 2286 N LYSE462" -2.03
li((:){;;lm']'ngOM 62 OD1 ASP A 30" 1958 "ATOM 138 HD1 HIS A 34" "ATOM 130 ND1 HIS A 34" -2.02
lii%:jrﬂg:TOM 304 O LEUE335" 1.945 "ATOM 299 1HD2 ASN E 334" "ATOM 294 ND2 ASN E 334" -2.02
Kcal/mo

111 "ATOM 519 OG SERE 349" 2.025 "ATOM 2101 H LEUE 452" "ATOM 2093 N LEU E 452" -2.02
Kcal/mol
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112 "ATOM 1882 OD1 ASNE 437" 2174 "ATOM 1909 H ASN E 439" "ATOM 1901 N ASNE 439" -2.01

IiiZI/rT']'OAITOM 974 O LYSE378" 1796 "ATOM 1814 H VAL E 433" "ATOM 1807 N VAL E433" -2.01
Iiijlm']'OAITOM 3049 O VALES512" 1.963 "ATOM 1285 H ASP E 398" "ATOM 1277 N ASP E 398" -2.00
Ii(i\zliSI/rnz\ITOM 2702 O PHEE 490" 1.938 "ATOM 2768 2HE2 GLN E 493" "ATOM 2760 NE2 GLN E 493" -1.99
Iiizllr?'(l)AITOM 1249 O TYRE 396" 1927 "ATOM 3087 H SERE 514" "ATOM 3081 N SERE 514" -1.99
Iiiz;mng\lTOM 1616 OD2 ASP E 420" 1.868 "ATOM 1555 H GLY E 416" "ATOM 1551 N GLY E 416" -1.97
Iii%”m'%l\TOM 184 O ASP A 38" 1964 "ATOM 263 H GLN A 42" "ATOM 253 N GLN A 42" -197
Iﬁg”m‘?ﬁI\TOM 2972 O TYRES08" 2132 "ATOM 1344 H ILEE 402" "ATOM 1336 N ILE E 402" -1.96
IEZ%I/T(I)AITOM 2522 O GLY E 476" 2.268 "ATOM 2507 1HE2 GLN E 474" "ATOM 2500 NE2 GLN E 474" -
1.95 Kcal/mol

121 "ATOM 3084 O SERE514" 1.870 "ATOM 1258 H TYRE 396" "ATOM 1246 N TYRE 396" -1.94
ligaZI/n‘]'ZITOM 2811 O PHEE 497" 1.950 "ATOM 2031 H ASN E 448" "ATOM 2023 N ASN E 448" -1.94
}EE%I/TZITOM 1523 O GLN E 414" 1.794 "ATOM 1697 2HZ LYSE 424" "ATOM 1685 NZ LYSE 424" -1.92
}igj:jrng\:TOM 1460 OE1 GLN E 409" 2.292 "ATOM 1604 H ALAE 419" "ATOM 1599 N ALAE419" -1091
Kcal/mo

125 "ATOM 1280 O ASPE 398" 1.859 "ATOM 3053 H VAL E512" "ATOM 3046 N VAL E512" -1.90
Kcal/mol
126 "ATOM 2345 O GLUE 465" 1.879 "ATOM 591 HE1 TRPE 353" "ATOM 579 NE1TRPE 353" -1.90

liga;/rrl?ﬁlTOM 374 O GLUE 340" 1946 "ATOM 441 H ALAE 344" "ATOM 436 N ALAE 344" -1.90
ligaSI/rTZ\ITOM 2256 O ASN E 460" 2.023 "ATOM 2252 HG SERE 459" "ATOM 2247 OG SER E 459" -1.89
ligzlm']':\lTOM 1974 O LYSE444" 1960 "ATOM 2020 H GLY E 447" "ATOM 2016 N GLY E 447" -1.89
lig%I/TXITOM 1932 O LEUE 441" 2.131 "ATOM 482 1HH2 ARG E 346" "ATOM 470 NH2 ARG E 346" -1.88
lig?.l/rnleTOM 2136 O ARG E 454" 2.054 "ATOM 1655 2HD2 ASN E 422" "ATOM 1649 ND2 ASN E 422" -1.88
ligaZI/rr']'cXTOM 727 O CYSE361" 2072 "ATOM 3252 H CYSES525" "ATOM 3246 N CYSED525" -1.88
ligzlm']'?AITOM 1460 OE1 GLN E 409" 1912 "ATOM 1588 H ILE E 418" "ATOM 1580 N ILE E 418" -1.87
ligilm']'?ﬁ[TOM 1583 O ILE E 418" 1.862 "ATOM 1668 H TYRE 423" "ATOM 1656 N TYRE 423" -1.86
I1(3:615””'1'0AITOM 1554 O GLY E 416" 1.826 "ATOM 1617 H ASPE 420" "ATOM 1609 N ASPE 420" -1.86
lig%”rnleTOM 1561 O LYSEA417" 1.877 "ATOM 1654 1HD2 ASN E 422" "ATOM 1649 ND2 ASN E 422" -1.84
ligz;mnleOM 2980 OH TYRES508" 2.267 "ATOM 1889 2HD2 ASN E 437" "ATOM 1883 ND2 ASN E 437" -1.84
lig%”n']'OAITOM 1086 N LYSE 386" 2.619 "ATOM 1135 H ASN E 388" "ATOM 1127 N ASN E 388" -1.83
ligaQI/rnngOM 2689 OH TYRE 489" 1.896 "ATOM 2662 H ASNE 487" "ATOM 2654 N ASN E 487" -1.82
EZ%V”I%TOM 1075 O THRE 385" 2.054 "ATOM 1149 H ASP E 389" "ATOM 1141 N ASP E 389" -1.82
Kfﬂ/m'(')lATOM 20 O PHEA 28" 2.044 "ATOM 101 H PHEA 32" "ATOM 90 N PHEA 32" -181
Kfjgm'('),i\TOM 290 O ASNE 334" 1970 "ATOM 741 H VALE362" "ATOM 734 N VALE362" -181
chj%jrq?ﬁ:\TOM 1750 OD1 ASP E 428" 1.735 "ATOM 1752 H ASP E 428" "ATOM 1744 N ASP E 428" -1.79
Kcal/mo

144 "ATOM 40 O LEUA 29" 2.045 "ATOM 118 H ASN A 33" "ATOM 110 N ASN A 33" -1.79
Kcal/mol
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145 "ATOM
Kcal/mol
146 "ATOM
Kcal/mol
147 "ATOM
Kcal/mol
148 "ATOM
Kcal/mol
149 "ATOM
Kcal/mol
150 "ATOM
Kcal/mol
151 "ATOM
Kcal/mol
152 "ATOM
Kcal/mol
153 "ATOM
Kcal/mol
154 "ATOM
Kcal/mol
155 "ATOM
Kcal/mol
156 "ATOM
Kcal/mol
157 "ATOM
Kcal/mol
158 "ATOM
Kcal/mol
159 "ATOM
Kcal/mol
160 "ATOM
Kcal/mol
161 "ATOM
Kcal/mol
162 "ATOM
163 "ATOM
Kcal/mol
164 "ATOM
Kcal/mol
165 "ATOM
Kcal/mol
166 "ATOM
Kcal/mol
167 "ATOM
Kcal/mol
168 "ATOM
Kcal/mol
169 "ATOM
Kcal/mol
170 "ATOM
Kcal/mol
171 "ATOM
Kcal/mol
172 "ATOM
Kcal/mol
173 "ATOM
Kcal/mol
174 "ATOM
Kcal/mol
175 "ATOM
Kcal/mol
176 "ATOM
Kcal/mol
177 "ATOM
Kcal/mol
178 "ATOM
Kcal/mol

2349 OE1 GLUE 465" 1.863 "ATOM 2216 1HH1 ARG E 457" "ATOM 2205 NH1 ARG E 457"-1.79
2873 N ASN E501" 2.934 "ATOM 1914 2HD2 ASN E 439" "ATOM 1908 ND2 ASN E 439" -1.79
2061 O ASNE 450" 2.013 "ATOM 524 HG SER E 349" "ATOM 519 OG SERE 349" -1.77
1473 O ILEE 410" 2.075 "ATOM 1023 HH TYRE 380" "ATOM 1014 OH TYRE 380" -1.77
2048 OH TYRE 449" 1.997 "ATOM 2702HE2 GLN A 42" "ATOM 261 NE2 GLN A 42" -1.77
1205 O THR E 393" 2.184 "ATOM 3223 H THRE523" "ATOM 3216 N THRE523" -1.76
1908 ND2 ASN E 439" 2.475 "ATOM 2953 1HE2 GLN E 506" "ATOM 2946 NE2 GLN E 506" -1.76
367 O GLY E339" 1.977 "ATOM 4352HD2 ASN E 343" "ATOM 429 ND2 ASN E 343" -1.75
3219 O THRE523" 1.891 "ATOM 730 H CYSE 361" "ATOM 724 N CYSE 361" -1.74
2495 O GLNE 474" 2.267 "ATOM 2240 2HZ LYSE 458" "ATOM 2228 NZ LYSE 458" -1.74
1405 OE1 GLU E 406" 1.842 "ATOM 1366 H ARGE 403" "ATOM 1355 N ARGE 403" -1.73
1003 N TYRE 380" 3.056 "ATOM 1038 H VAL E 382" "ATOM 1031 N VAL E 382" -1.73
2671 O CYSE 488" 1974 "ATOM 2631 H GLY E 485" "ATOM 2627 N GLY E 485" -1.72

71 O LYSA 31" 2161 "ATOM 161 H ALAA 36" "ATOM 156 N ALAA 36" -1.72
1134 ND2 ASN E 388" 2.489 "ATOM 799 H SERE 366" "ATOM 793 N SERE 366" -1.72
2958 O PROES07" 1.881 "ATOM 189 H SER E 438" "ATOM 1890 N SER E 438" -1.71
2228 NZ LYSE 458" 1.994 "ATOM 2239 1HZ LYSE 458" "ATOM 2445 OE2 GLUE 471" -1.71

4 0 THRA 27" 2226 "ATOM 77 H LYSA 31" "ATOM 68 N LYSA 31" -1.70 Kcal/mol
2928 OH TYRE505" 2272 "ATOM 2805 H GLY E 496" "ATOM 2801 N GLY E 496" -1.69

544 O TYRE351" 2217 "ATOM 2389 H ASPE 467" "ATOM 2381 N ASPE 467" -1.68
2831 O GLN E 498" 1.981 "ATOM 2881 H ASNES501" "ATOM 2873 N ASNE501" -1.67
1826 O ILE E 434" 1958 "ATOM 3037 H VAL E511" "ATOM 3030 N VAL E 511" -1.67
1294 OG SER E 399" 2.233 "ATOM 509 H ALAE 348" "ATOM 504 N ALAE 348" -1.65

2542 OG1THR E 478" 2.352 "ATOM 2523 H GLY E476" "ATOM 2519 N GLY E476" -1.65
470 NH2 ARG E 346" 2.152 "ATOM 2035 1HD2 ASN E 448" "ATOM 2030 ND2 ASN E 448" -1.63
565 O ALAE352" 2207 "ATOM 608 1HD2 ASN E 354" "ATOM 603 ND2 ASN E 354" -1.62
3065 O LEUES13" 1986 "ATOM 1803 H CYSE 432" "ATOM 1797 N CYSE 432" -161
1855 O TRPE 436" 1967 "ATOM 3001 H ARGES509" "ATOM 2990 N ARG E509" -1.61
1406 OE2 GLU E 406" 1.958 "ATOM 1376 2HH1 ARG E 403" "ATOM 1364 NH1 ARG E 403"-1.60
2289 O LYSE 462" 1946 "ATOM 2351 H GLU E 465" "ATOM 2342 N GLU E 465" -1.60
2030 ND2 ASN E 448" 2.413 "ATOM 2071 2HD2 ASN E 450" "ATOM 2065 ND2 ASN E 450"-1.60
2540 O THRE 478" 1.925 "ATOM 2547 HG1 THRE 478" "ATOM 2542 OG1 THR E 478" -1.60
2660 OD1 ASN E 487" 2.306 "ATOM 28 H PHEA 28" "ATOM 17 N PHEA 28" -1.60

159 O ALAA 36" 1864 "ATOM 223 H PHE A 40" "ATOM 212 N PHE A 40" -1.59
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179 "ATOM
Kcal/mol
180 "ATOM
Kcal/mol
181 "ATOM
Kcal/mol
182 "ATOM
Kcal/mol
183 "ATOM
Kcal/mol
184 "ATOM
Kcal/mol
185 "ATOM
Kcal/mol
186 "ATOM
Kcal/mol
187 "ATOM
Kcal/mol
188 "ATOM
Kcal/mol
189 "ATOM
Kcal/mol
190 "ATOM
Kcal/mol
191 "ATOM
Kcal/mol
192 "ATOM
Kcal/mol
193 "ATOM
Kcal/mol
194 "ATOM
Kcal/mol
195 "ATOM
Kcal/mol
196 "ATOM
Kcal/mol
197 "ATOM
Kcal/mol
198 "ATOM
Kcal/mol
199 "ATOM
Kcal/mol
200 "ATOM
Kcal/mol
201 "ATOM
Kcal/mol
202 "ATOM
Kcal/mol
203 "ATOM
Kcal/mol
204 "ATOM
Kcal/mol
205 "ATOM
Kcal/mol
206 "ATOM
Kcal/mol
207 "ATOM
Kcal/mol
208 "ATOM
Kcal/mol
209 "ATOM
Kcal/mol
210 "ATOM
Kcal/mol
211 "ATOM
Kcal/mol

449 O THR E 345"

2879 OD1 ASN E 501

2474 O TYRE 473"

2993 O ARG E 509"

507 O ALAE 348"
1389 O ASP E 405"
1336 N ILE E 402"
572 N TRP E 353"
659 O ARGE 357"
1738 OD1 ASP E 427
3115 O GLU E 516"
333 O PRO E 337"
1845 O ALAE 43%
1615 OD1 ASP E 420"
1392 OD1 ASP E 405"
1006 O TYR E 380"
460 N ARG E 346"
1609 N ASP E 420"
2426 O THR E 470"
1358 O ARG E 403"
2350 OE2 GLU E 465
2783 O TYR E 495"
2029 OD1 ASN E 448'

2938 N GLN E 506"

839 N TYRE 369"

2037 N TYR E 449"

386 N VAL E 341"

842 O TYRE 369"

2393 N ILE E 468"

766 OD1 ASP E 364"

439 O ALAE 344"

1859 NE1 TRP E 436"

775 O TYRE 365"

1.835

2.151

2.074

2.173

2.190

2.916

2.783

2.234

2.413

2416

' 1.939

1.806

1.872

2.258

3.017

3.259

1.951

2.061

1.897

' 2.061

3.357

3.027

2.975

3.111

2122

3.171

2.07

1.881

2.552

2.068

2.087

1.805

1.592

"ATOM 3012 1HH2 ARG E 509"

"ATOM 2837 H GLN E 498"

"ATOM 2690 H TYR E 489"

"ATOM 1866 H TRP E 436"

"ATOM 1327 H VAL E 401"

"ATOM 1468 1HE2 GLN E 409"

"ATOM 2981 H TYR E 508"

"ATOM 2376 HE ARG E 466"

"ATOM 6553HZ LYSE 356"

"ATOM 1740 H ASP E 427"

"ATOM 1224 H ASN E 394"

"ATOM 393 H VAL E 341"

"ATOM 932 H SERE 375"

"ATOM 3000 NH2 ARG E 509"

"ATOM 2828 N GLN E 498"
"ATOM 2678 N TYR E 489"
"ATOM 1852 N TRP E 436"
"ATOM 1320 N VAL E 401"
"ATOM 1461 NE2 GLN E 409"
"ATOM 2969 N TYR E 508"
"ATOM 2364 NE ARG E 466"
"ATOM 642 NZ LYS E 356"
"ATOM 1732 N ASP E 427"
"ATOM 1216 N ASN E 394"
"ATOM 386 N VAL E 341"

"ATOM 926 N SER E 375"

-1.59

-1.57

-1.57

-1.56

-1.55

-1.55

-1.54

-1.53

-1.52

-1.52

-1.52

-1.51

-1.51

"ATOM 2265 1HD2 ASN E 460" "ATOM 2260 ND2 ASN E 460" -1.51

"ATOM 1451 1HH2 ARG E 408" "ATOM 1439 NH2 ARG E 408"-1.49

"ATOM 1794 H GLY E 431"

"ATOM 3012 1HH2 ARG E 509"

"ATOM 1698 3HZ LYSE 424"

"ATOM 2433 HG1 THR E 470"

"ATOM 1420 H VAL E 407"

"ATOM 2819 H PHE E 497"

"ATOM 1383 H GLY E 404"
"ATOM 880 H SERE 371"
"ATOM 1990 1HZ LYS E 444"
"ATOM 430 H ASN E 343"
"ATOM 890 H ALAE 372"
"ATOM 2156 2HH2 ARG E 454"
2 "ATOM 799 H SER E 366"

"ATOM 3010 1HH1 ARG E 509"

"ATOM 1928 2HD2 ASN E 440" "ATOM 1922 ND2 ASN E 440"

"ATOM 851 H TYRE 369"

"ATOM 1790 N GLY E 431"

"ATOM 3000 NH2 ARG E 509"

"ATOM 1685 NZ LYS E 424"

"ATOM 2428 OG1 THR E 470"

"ATOM 1413 N VAL E 407"

"ATOM 2305 1HZ LYSE 462" "ATOM 2294 NZ LYS E 462"

"ATOM 2808 N PHE E 497"

"ATOM 483 2HH2 ARG E 346" "ATOM 470 NH2 ARG E 346"

"ATOM 1379 N GLY E 404"

"ATOM 874 N SER E 371"

"ATOM 1979 NZ LYS E 444"

"ATOM 422 N ASN E 343"

"ATOM 885 N ALAE 372"

"ATOM 2143 NH2 ARG E 454"

"ATOM 793 N SER E 366"

"ATOM 2999 NH1 ARG E 509"

"ATOM 839 N TYRE 369"

-1.45
-1.45
-1.44
-1.43
-1.42
-1.42
-1.41
-1.41
-1.41
-1.40
-1.40
-1.40
-1.39
-1.37
-1.36
-1.35
-1.35

-1.34
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212 "ATOM 2760 NE2 GLN E 493" 3.115 "ATOM 893HZ LYSA 31" "ATOM 76 NZ LYSA 31" -134
KZCfiIB/m"?AI\TOM 446 N THRE 345" 3.276 "ATOM 3010 1HH1 ARG E 509" "ATOM 2999 NH1 ARG E 509" -1.33
KZC]e.llll/m"?OI\TOM 2938 N GLN E506" 2.801 "ATOM 2886 2HD2 ASN E 501" "ATOM 2880 ND2 ASN E 501" -1.33
KZCZIE.iEI'J/m'?LTOM 1277 N ASP E 398" 2.654 "ATOM 3053 H VAL E512" "ATOM 3046 N VAL E512" -1.33
KZCZELi(Ii/n?'(/)OI\TOM 59 O ASPA 30" 2221 "ATOM 134 H HISA 34" "ATOM 124 N HIS A 34" -1.33 Kcal/mol

217 "ATOM 2941 O GLNE506" 2.000 "ATOM 1383 H GLY E 404" "ATOM 1379 N GLY E 404" -1.32
K;fgm'gl‘\TOM 1456 O GLN E 409" 1.995 "ATOM 1494 H ALAE 411" "ATOM 1489 N ALAE411" -1.32
KZCZIE.iSI)/m'?DI\TOM 596 N ASN E 354" 3.337 "ATOM 2380 2HH2 ARG E 466" "ATOM 2367 NH2 ARG E 466" -1.32
KZCS(I)IWSGI\TOM 3221 OG1 THR E 523" 2.037 "ATOM 718 H ASNE 360" "ATOM 710 N ASNE 360" -1.31
KZCg/m"?OI\TOM 1527 OE1 GLN E 414" 1.928 "ATOM 1544 H THRE 415" "ATOM 1537 N THRE 415" -131
chggm‘?,l\TOM 323 O CYSE336" 2.897 "ATOM 368 H GLY E 339" "ATOM 364 N GLY E 339" -1.29
Kgggm'?,l\TOM 1492 O ALAE 411" 2180 "ATOM 1529 H GLN E 414" "ATOM 1520 N GLN E 414" -1.29
KZCSLIl/m‘?LTOM 525 N VAL E 350" 3.193 "ATOM 567 H ALAE 352" "ATOM 562 N ALAE352" -1.28
KZCSEI')/m'?,LTOM 1339 O ILEE 402" 1856 "ATOM 2981 H TYRES508" "ATOM 2969 N TYRES508" -1.27
KZCSEIS/m"(/)OI\TOM 1389 O ASPE 405" 2.105 "ATOM 1450 2HH1 ARG E 408" "ATOM 1438 NH1 ARG E 408" -1.27
KZCS;IW'?AI\TOM 1602 O ALAE 419" 2.096 "ATOM 1698 3HZ LYSE 424" "ATOM 1685 NZ LYSE 424" -1.26
IE(Z:BISIIT,CD)\ITOM 469 NH1 ARG E 346" 3.613 "ATOM 20351HD2 ASN E 448" "ATOM 2030 ND2 ASN E 448" -1.25
Kgggm'?,l\TOM 3081 N SERES514" 2816 "ATOM 1258 H TYRE 396" "ATOM 1246 N TYRE 396" -1.23
KZC??(I)/m'?,LTOM 724 N CYSE 361" 2985 "ATOM 2781H THRE 333" "ATOM 271 N THRE 333" -1.22
Kggi/m'?,l\TOM 2759 OE1 GLN E 493" 1.947 "ATOM 893HZ LYSA 31" "ATOM 76 NZ LYSA 31" -1.22
KgggmfﬂxTOM 1382 O GLY E 404" 2539 "ATOM 1440 H ARGE 408" "ATOM 1429 N ARGE 408" -1.21
K;f?gm'?/l‘\TOM 1993 N VAL E 445" 3.468 "ATOM 2020 H GLY E 447" "ATOM 2016 N GLY E 447" -121
KZC??LI‘./m'(')/LTOM 796 O SERE 366" 1.823 "ATOM 868 H ASN E 370" "ATOM 860 N ASN E 370" -1.20
K;i?é/m'?,l\TOM 3149 O LEUE 518" 2.005 "ATOM 3187 H ALAES520" "ATOM 3182 N ALAES520" -1.19
KZCS(ISIWSAI\TOM 1520 N GLN E 414" 3.775 "ATOM 1697 2HZ LYSE 424" "ATOM 1685 NZ LYSE 424" -1.19
K;f?;/m'?,LTOM 1879 O ASN E 437" 3.234 "ATOM 1923 H ASN E 440" "ATOM 1915 N ASN E 440" -1.18
KZCSEIB/m'?LTOM 1127 N ASN E 388" 3.239 "ATOM 1161 H LEUE 390" "ATOM 1153 N LEUE 390" -1.18
K;i;igm‘?,l\TOM 1580 N ILE E 418" 3.557 "ATOM 1633 H TYRE 421" "ATOM 1621 N TYRE 421" -1.17
KZCZ(I)/m‘?LTOM 3062 N LEUES13" 2907 "ATOM 1803 H CYSE 432" "ATOM 1797 N CYSE 432" -1.17
KZCﬂ/mPATOM 2890 O GLY E502" 2.055 "ATOM 2947 H GLN E506" "ATOM 2938 N GLN E 506" -1.17
KZCA(’:gm'?ATOM 1156 O LEUE 390" 2.359 "ATOM 3260 H GLY E526" "ATOM 3256 N GLY E526" -1.17
ngé/m'?L\TOM 737 O VAL E 362" 1915 "ATOM 326 H CYSE336" "ATOM 320 N CYSE336" -1.17
lé(:ljllrnngOM 2945 OE1 GLN E 506" 1.908 "ATOM 1888 1HD2 ASN E 437" "ATOM 1883 ND2 ASN E 437" -1.16
KZCj%mP%TOM 1153 N LEU E 390" 3.828 "ATOM 3260 H GLY E526" "ATOM 3256 N GLY E526" -1.16
Kcal/mo
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246 "ATOM 2019 O GLY E 447" 2.241 "ATOM 1990 1HZ LYSE 444" "ATOM 1979 NZ LYSE 444" -1.16
KZCZym'?LTOM 2415 O SERE 469" 1950 "ATOM 2446 H GLU E 471" "ATOM 2437 N GLUE 471" -1.15
KZCjiIB/mPATOM 2890 O GLY E502" 2.045 "ATOM 2929 H TYRES05" "ATOM 2917 N TYRES05" -1.15
KZCZSI)/m'(')LTOM 333 O PROE337" 1935 "ATOM 380 H GLUE 340" "ATOM 371 N GLU E 340" -1.14
KZCS(I)IW'(:AI\TOM 2492 N GLNE 474" 2965 "ATOM 22402HZ LYSE 458" "ATOM 2228 NZ LYSE 458" -1.14
Iégil/rngxlTOM 470 NH2 ARG E 346" 3.194 "ATOM 2071 2HD2 ASN E 450" "ATOM 2065 ND2 ASN E 450" -1.13
chggmsﬁleOM 40 O LEUA 29" 1951 "ATOM 1232HD2 ASN A 33" "ATOM 117 ND2 ASN A 33" -1.12
chggm'('),LTOM 793 N SERE 366" 3.536 "ATOM 851 H TYRE 369" "ATOM 839 N TYRE369" -1.12
chgtl‘./rq'(jbleOM 2880 ND2 ASN E 501" 2.602 "ATOM 2837 H GLNE 498" "ATOM 2828 N GLN E 498" -1.12
KZCSang/LTOM 1413 N VAL E 407" 3.247 "ATOM 1462 H GLN E 409" "ATOM 1453 N GLN E 409" -1.12
K;ggm'('),IATOM 181 N ASP A 38" 3423 "ATOM 223 H PHE A 40" "ATOM 212 N PHEA 40" -1.10
KZC\'-‘?;/WSAI\TOM 90 N PHEA 32" 3.483 "ATOM 134 H HISA 34" "ATOM 124 N HISA 34" -1.09 Kcal/mol
258 "ATOM 2259 OD1 ASNE 460" 1.961 "ATOM 2261 H ASN E 460" "ATOM 2253 N ASN E 460" -1.09
KZCng'?,LTOM 2096 O LEUE 452" 2986 "ATOM 553 H TYRE 351" "ATOM 541 N TYRE351" -1.09
KZ(:g(I)/m"(lTOM 1951 O ASPE 442" 1932 "ATOM 2036 2HD2 ASN E 448" "ATOM 2030 ND2 ASN E 448" -1.09
K;gi/m'c'),IATOM 181 N ASP A 38" 3.651 "ATOM 244 H TYRA 41" "ATOM 232 N TYRA 41" -1.09
K;ggm'ciTOM 575 O TRPE 353" 1.924 "ATOM 2380 2HH2 ARG E 466" "ATOM 2367 NH2 ARG E 466" -1.09
K;ggm"?ﬂleOM 1948 N ASP E 442" 3.631 "ATOM 480 1HH1 ARG E 346" "ATOM 469 NH1 ARG E 346" -1.09
KZ(:gél‘./m'(')/LTOM 517 O SERE 349" 2.036 "ATOM 567 H ALAE 352" "ATOM 562 N ALAE352" -1.07
KZ(:ggm'('),LTOM 17 N PHE A 28" 3.265 "ATOM 2662 H ASN E 487" "ATOM 2654 N ASN E 487" -1.07
K;gfliqu'cjbleOM 2499 OE1 GLN E 474" 2.067 "ATOM 2571 H CYSE 480" "ATOM 2565 N CYSE 480" -1.06
K;gym'?,l\TOM 971 N LYSE378" 3.154 "ATOM 9912HZ LYSE 378" "ATOM 979 NZ LYSE378" -1.05
KZ(:gEIB/mP/LTOM 56 N ASP A 30" 3.160 "ATOM 123 2HD2 ASN A 33" "ATOM 117 ND2 ASN A 33" -1.04
K;ggm'?,l\TOM 3230 N VAL E 524" 3.489 "ATOM 718 H ASNE 360" "ATOM 710 N ASN E 360" -1.04
KZC?CI)/m‘?LTOM 2342 N GLUE 465" 3.677 "ATOM 1686 H LYSE 424" "ATOM 1677 N LYSE424" -1.04
K;?%im'?/:‘\TOM 1718 N PROE 426" 3.691 "ATOM 1517 H GLY E 413" "ATOM 1513 N GLY E 413" -1.03
Kcal/mo

272 "ATOM 1072 N THRE 385" 3.695 "ATOM 1135 H ASNE 388" "ATOM 1127 N ASN E 388" -1.03
K;?é/m'?ATOM 1702 O LEUE 425" 2.045 "ATOM 1517 H GLY E 413" "ATOM 1513 N GLY E 413" -1.03
K;?:l/m'?,LTOM 1612 O ASPE 420" 1.918 "ATOM 2275 H LEUE 461" "ATOM 2267 N LEU E 461" -1.02
KZC?%mP%TOM 1732 N ASP E 427" 3.212 "ATOM 1767 H PHE E 429" "ATOM 1756 N PHEE 429" -1.02
Kcal/mo

276 "ATOM 2345 O GLUE 465" 3.036 "ATOM 1686 H LYSE 424" "ATOM 1677 N LYSE424" -1.02
K;?;/m‘?LTOM 2752 N GLN E 493" 3.305 "ATOM 2165 H LEU E 455" "ATOM 2157 N LEU E 455" -1.02
KZC?EIS/m'c'),LTOM 1277 N ASPE 398" 3,570 "ATOM 643 H LYSE356" "ATOM 634 N LYSE356" -1.02
K;?S:ij'P%TOM 2522 O GLY E 476" 1.984 "ATOM 2544 H THRE 478" "ATOM 2537 N THRE 478" -1.01
Kcal/mo
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280 "ATOM 2910 N GLY E 504"
Kcal/mol
281 "ATOM 364 N GLY E 339"
Kcal/mol

3.485

3.364

"ATOM 2947 H GLNE506" "ATOM 2938 N GLN E 506"

"ATOM 393 H VAL E 341" "ATOM 386 N VAL E 341"

-1.01

-1.01

282 "ATOM 1979 NZ LYSE 444" 4.154 "ATOM 483 2HH2 ARG E 346" "ATOM 470 NH2 ARG E 346" -1.01

Kcal/mol
TOTAL ENERGY = -300559.87483 EV
ELECTRONIC ENERGY = -35885471.06237 EV
CORE-CORE REPULSION = 35585205.01181 EV
DIELECTRIC ENERGY = -35.52439 EV
DIPOLE = 222.89026 DEBYE
NO. OF FILLED LEVELS = 4615
MOLECULAR WEIGHT =  23751.5094
COSMO AREA = 7467.71 SQUARE ANGSTROMS
COSMO VOLUME =  26839.16 CUBIC ANGSTROMS

MOLECULAR DIMENSIONS (Angstroms)

Atom Atom Distance
H 2562 H 1105 60.81960
H 2871 H 3180 51.30024
H 52 H 284 33.26231
SCF CALCULATIONS
WALL-CLOCK TIME

1

7 MINUTES AND 18.895 SECONDS

COMPUTATION TIME =10 MINUTES AND 25.195 SECONDS
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B — Ligacdes de H intramoleculares envolvendo o residuo GIn493 do RBD.

Meio L R ©-h) . . Energia
o Otimizacao Doador Hidrogénio Aceptor
dielétrico A (kcal/mol)
Parcial OGInE493 1,979 H Tyr E 453 N Tyr E 453 -2,26
184 NGInE493 2,367 1HE2GInE 493 NE2GInE 493 -2,07
e=1/0,
Total OGInE493 1,956 H Tyr E 453 N Tyr E 453 -1,75
OPheE490 1,956 2HE2GInE 493 NE2GInE 493 -1,14
NGInE493 2,350 1HE2GInE 493 NE2GInE 493 -2,20
OGInE493 1,941 H Tyr E 453 N Tyr E 453 -1,83
e=4,0 Total
OPheE490 1,952 2HE2GInE493 NE2GInE 493 -1,12
OTyrE453 1,843 H GIn E 493 N GIn E 493 -1,98
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C - Ligacdes de hidrogénio intermoleculares (< -1,0 kcal/mol; € = 4,0)

- Complexos ndo modificados e totalmente otimizados:

Doador R on (A) Hidrogénio Aceptor Energia
(kcal/mol)
OH Tyr E 449 1,300 HH Tyr E 449 OD2 Asp A 38 -4,85
OH TyrA 41 1,688 HG1 Thr E 500 OG1 Thr E 500 -4,87
OD1 Asn E 501 1,695 HH Tyr A 41 OH Tyr A 41 -4,30
OD2 Asp A 30 1.410 2HZ Lys E 417 NZ LysE 417 -3,56
O HisA34 1,682 HH Tyr E 453 OH Tyr E 453 -4,33
OE1 GIuE 484 1,630 1HZ Lys A 31 NZ LysA 31 -3,14
OE1Glu A 35 1,838 H SerE 494 N SerE 494 -2,64
RBD- OD1 Asn E 487 1,681 3H Thr A 27 N Thr A 27 -2,84
SAP1 NE2 GIn A 42 2,202 1HE?2 GIn E 498 NE2 GIn E 498 -2,84
OH Tyr E 449 1,997 2HE2 GIn A 42 NE2 GIn A 42 -1,77
OD1 Asn E 487 2,306 H Phe A28 N Phe A28 -1,60
NE2 His A 34 2,174 1HH1 Arg E 403 NH1 Arg E 403 -2,18
NE2 GIn E 493 3,115 3HZ Lys A 31 NZ Lys A 31 -1,34
N Phe A28 3,265 H Asn E 487 N Asn E 487 -1,07
OD1 Asp A 38 1,821 2HE?2 GIn E 498 NE2 GIn E 498 -2,59
OE1GInA 42 1,864 H Gly E 446 N Gly E 446 -2,76
N Gly E 447 2,257 1HE2 GIn A 42 NE2 GIn A 42 -2,52
OE1 GIn E 493 1,947 3HZ Lys A 31 NZ Lys A 31 -1,22
Doador R o+ (A) Hidrogénio Aceptor Energia
(kcal/mol)
OD2 Asp A 38 1,498 HH Tyr E 449 OH Tyr E 449 -4,98
OH TyrA 41 1,700 HG1 Thr E 500 OG1 Thr E 500 -4,65
RBD- OH Tyr E 449 2,044 2HE2 GIn A 42 NE2 GIn A 42 -1,18
SAP2 OD1 Asp A 38 2,124 1HE?2 GIn E 498 NE2 GIn E 498 -2,13
OH Tyr E 505 2,313 H Asp A38 N Asp A38 -1,99
N Asn E 501 2,416 HH Tyr A 41 OH Tyr A 41 -1,81
0411 Leu A 45 1,455 H Gly E 446 N Gly E 446 -3,43
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Energia

.. Doador Ron (A)  Hidrogénio Aceptor (calimol)
SAP3 | OH TyrE489 1,727 HH Tyr A 83 OH TyrA 83 -4,34
N AlaA80 2,452 HH Tyr E 489 OH Tyr E 489 -1,95
Doador R o+ (A) Hidrogénio Aceptor Energia
(kcal/mol)
0OD2 Asp A 355 1,695 HG1 Thr E 500 OG1 Thr E 500 -3,97
RBD- O LysA353 2,272 H Gly E 502 N Gly E 502 -2,00
SAP4 OD1 Asn E 501 1,802 1HZ Lys A 353 NZ Lys A 353 -1,93
NZ Lys A 353 3,395 H GIn E 498 N GIn E 498 -1,13
OE1 GIn E 498 1,725 2HZ Lys A 353 NZ Lys A 353 -1,42
ND2 Asn E 501 2,749 1HZ Lys A 353 NZ Lys A 353 -1,32
Doador R o+ (A) Hidrogénio Aceptor Energia
(kcal/mol)
OD2 Asp A 30 1,428 2HZ LysE 417 NZ LysE 417 -3,35
OE1 Glu E 484 1,719 1HZ Lys A 31 NZ Lys A 31 -2,51
NE2 GIn A 24 2,313 H Ser E 477 N Ser E 477 -2,59
RBD- OE1GInA24 1,897 1HD2 Asn E 487 ND2 Asn E 487 -2,11
SAPS O AlaE475 1,758 3H GInA24 N GInA24 -2,06
NE2 GIn E 493 3,037 3HZ Lys A 31 NZ Lys A 31 -1,34
OHisA 34 1,714 HH Tyr E 453 OH Tyr E 453 -3,99
OE1GIuA35 1,803 H Ser E 494 N Ser E 494 -2,68
OG Ser E 477 2,139 2HE2 GIn A 24 NE2 GIn A 24 -1,77
Doador R o+ (A) Hidrogénio Aceptor Energia
(kcal/mol)
OH TyrA 41 1,690 HG1 Thr E 500 OG1 Thr E 500 -4,85
OD1 Asn E 501 1,755 HH Tyr A 41 OH TyrA 41 -2,46
RBD- OD1 Asp A 38 1,799 2HE2 GIn E 498 NE2 GIn E 498 -2,30
SAP6 OH Tyr E 449 2,125 2HE2 GIn A 42 NE2 GIn A 42 -1,42
NE2 GIn A 42 2,248 1HE2 GIn E 498 NE2 GIn E 498 -2,65
OD2 Asp A 38 1,447 HH Tyr E 449 OH Tyr E 449 -4,86
N Gly E 447 2,135 1HE2 GIn A 42 NE2 GIn A 42 -2,97
OE1GInA 42 1,925 H Gly E 446 N Gly E 446 -2,49
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OE1 Glu A 37
N Asn E 501
OE2 Glu A 37

1,794
2,432
1,955

1HH1 Arg E 403
HH Tyr A 41
2HH1 Arg E 403

NH1 Arg E 403
OH Tyr A4l
NH1 Arg E 403

-2,01
-1,19
-1,16
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D - Demais interacgoes intermoleculares (¢ = 4,0)

- Complexos ndo modificados e totalmente otimizados:

Residuo RBD  Residuo do peptideo  A-E (A)  Tipo de interacéo
Lys E 417 2,84 ponte salina
Asp A 30
Phe E 456 3,77
GIn E 493 GluA 35 3,61
Tyr E 505 Glu A 37 3,49
Tyr E 453 _ 3,86
His A 34
Leu E 455 3,32
RBD-SAP1
3,32 _ _
Tyr E 489 Lys A 31 hidrofobica
3,40
Phe E 486 Phe A 28 3,43
Phe E 456 3,11
Tyr E 473 Thr A 27 3,88
Tyr E 489 3,59
GIn E 498 Tyr A4l 3,75
Residuo RBD | Residuo do peptideo | A-E (A) | Tipo de interacéo
Asp A 38 3,92
Tyr E 505 3,46
Glu A 37
3,53
RBD-SAP2
Val E 445 Leu A 45 3,89 hidrofébica
Leu A 45 3,97
GIn E 498 3,43
Tyr A 41
3,53
Residuo RBD  Residuo do peptideo  A-E (A)  Tipo de interac&o
Tyr E 489 LeuA 79 3,73
RBD-SAP3 : :
Met A 82 3,63 hidrofobica
Phe E 486
Tyr A 83 3,38
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Residuo RBD  Residuo do peptideo  A-E ()  Tipo de interacéo

RBD-SAP4 3,63 ) )
Tyr E 505 Lys A 353 hidrofobica
3,36
Residuo RBD | Residuo do peptideo | A-E (A) | Tipo de interac&o
Lys E 417 2,91 ponte salina
Asp A 30
Phe E 456 3,69
Phe E 486 Ala A 25 3,66
Gln E 493 GluA 35 3,72
RBD-SAP5 Leu E 455 His A 34 3,48
Lys A 31 3,39 hidrofébica
Tyr E 489
Phe A 28 3,79
Phe E 456 3,38
Tyr E 473 Thr A 27 3,71
Tyr E 489 3,58

Residuo RBD  Residuo do peptideo  A-E (A)  Tipo de interagio

RBD-SAP6 Arg E 403 Glu A 37 3,70 ponte salina
Gln E 498 Tyr A4l 3,90 hidrofobica
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E — Ilustracao grafica da interface de interacio entre o RBD da Spike do SARS-CoV-2 e

0 SAP6

Spike RBD

N-Terminal Helix

A  Protein-Protein g Human ACE2
- (4 rot@n
Interaction Interface & 8 N-Terminal Helix
<4 3 Iee! (.")‘,l' ¥ Tad
v all I& ; o 7 ‘/ ’
- ‘\ lv-
< b J 8
- ‘c'. ": * )
4
" P < 1 )
4 4 (&) -
< » S’ -
\ & Y505
SARS-CoV-2 <~’Human ACE2

SARS-CoV-2
Spike RBD

llustragdo grafica da interface de interacdo a Spike do SARS-CoV-2 e 0 SAP6. A) Visdo geral do RBD
da Spike do SARS-CoV-2 e do modo de interagdo com a hACE2. A hélice N-terminal do hACE2 esta
localizada na interface central. B) Localizagéo relativa de SAP6 (azul claro) e SAP1 (verde e azul claro).
C) Rede de interacdo de H-bond entre SAP6 e 0 RBD da Spike do SARS-CoV-2. A Tyr4l, GIn42,
Asp38 e Glu37 do peptideo SAP6 estdo envolvidos nas interacdes da ligagdo H com Thr500, Tyr449 e
Tyr505 do RBD da Spike do SARS-CoV-2. Estrutura cristalogréfica correspondente: Cédigo PDB:
6MOJ. http://www.rcsb.org/structure/6M0J (LAN et al., 2020).
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F- Reatividade x Especificidade das sondas SuTEx e SuFEx

Proteome-wide SAR \\—NH o O suTEx
of sulfonyl prob i
ulfonyl probes »_@_ﬁ_go SUFEx
0o o
Global tyrosine
5,000 - chemoselectivity

- 481

T 4,000 - o o0

@© 483

N 465
=0 .
g_c_g 3,000 0O (]
c8 475 482
e @ 2,000

."0_'3'

S i

g 1,000 o

SF-1
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Tyrosineg/lysine (Y/K) ratio
Specificity

F
HHS-SF-1 (4)

e

HHS-465 (2)

N
L
HHS-475 (3)

%—N’N\
=N
HHS-481 (5)

E_N.N\
=N
HHS-483 (6)

%—N’N‘
\=N
HHS-482 (7)

Reatividade global [numero total de locais de tirosina () e lisina (K)] e especificidade (razdo Y/K) de
locais marcados com sonda de experimentos protedmicos por Cromatografia Liquida Acoplada a

Espectrometria de Massas (LC-MS) (HAHM et al., 2020).
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G - Distancia entre o nitrogénio do anel 1,2,4-triazol substituido do peptideo SAP1 e o
hidrogénio da hidroxila da Tyr449 do RBD, nos complexos derivados

Distancia entre o nitrogénio do anel trizélico substituido e o hidrogénio da hidroxila da Tyr449 (C em
rosa), nos complexos derivados do SAP1 modificado com grupo sulfonil-triazol. A) RBD-SAP1-
Z3 com 2,4 A; B) RBD-SAP1-Z4 com 2,4 A; C) RBD-SAP1-Z5 com 2,4 A. Obs: apenas 0s
hidrogénios polares sdo mostrados; e, os mesmos valores foram encontrados nos complexos
modificados contendo o grupo fosfonil-triazol.
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