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Resumo

A chagasina, um inibidor enddgeno de cisteino proteases de Trypanosoma cruzi, regula a atividade
da protease parasitaria cruzaina durante o ciclo de vida do parasita. Experimentos in vitro mostram
que a chagasina também inibe a catepsina L, uma enzima homologa humana. Enquanto a chagasina
inibe ambas enzimas com poténcias similares, mutacfes nesta proteina tem diferentes efeitos na
ligacdo para essas enzimas. Os mutantes T31A e T31A/T32A se ligam bem a catepsina L, mas a
afinidade deles para a cruzaina cai de aproximadamente 40 a 140 vezes. Por outro lado, o mutante
W93A mantém poténcia frente a cruzaina, mas perde afinidade contra a catepsina L. Neste
trabalho, foram realizados estudos de modelagem comparativa e simulacGes de dindmica
molecular para entender a seletividade de inibicdo da cruzaina e catepsina L pelos mutantes da
chagasina W93A, T31A e T31A/T32A. Os resultados possibilitaram obtencdo de um perfil de
interagBes ndo ligadas nas interfaces de cada mutante em complexo com as cisteino proteases.
Além disso, observamos diferencas na conformacéo de ligacdo dos loops L2 e L6 da chagasina do
mutante W93A, favorecendo as interacbes com a cruzaina e reduzindo as interacdes com a
catepsina L. Estas diferencas sdo associadas com uma dissociacdo parcial do complexo W93A-
catepsina L, fornecendo uma possivel causa para a seletividade do mutante W93A em relacéo a
cruzaina. Adicionalmente, foram realizados calculos de energia livre para avaliacdo do impacto de
mutacOes na afinidade dos complexos da cruzaina e catepsina L através do método MM/GBSA.
Apesar deste método ter como vantagem seu baixo custo computacional, observamos baixa
correlacdo entre os valores de variacdo de energia livre de ligacdo preditos por MM/GBSA e 0s

dados experimentais.

Palavras-chave: chagasina; cruzaina; catepsina L; seletividade; modelagem comparativa;

interacdes proteina-proteina; simulacdes de dinamica molecular; MM/GBSA



ABSTRACT

Chagasin, an endogenous cysteine protease inhibitor from Trypanosoma cruzi, controls the activity
of the parasitic cruzain during the life cycle of the parasite. /n vitro experiment shows that chagasin
also inhibits cathepsin L, a homologous human enzyme. While chagasin inhibits both enzymes
with similar potency, mutations have different effects on binding to these enzymes. Mutants T31A
and T31A/T32A bind well to cathepsin L, but their affinity for cruzain drops approximately 40 to
140—fold. On the other hand, the mutant W93 A keeps potency to cruzain, but it loses potency
against cathepsin L. Here, we conducted studies of comparative modeling and molecular dynamics
simulations to understand the selectivity in inhibition of cruzain and cathepsin L by chagasin
mutants W93A, T31A, and T31A/T32A. Our results allowed profiling the nonbonded interactions
in the interfaces of each mutant with these cysteine proteases. In addition, we observed differences
in the binding conformation of the chagasin loops L2 and L6 of the W93 A mutant, favoring
interactions with cruzain and reducing interactions with cathepsin L. These differences are
associated with a partial dissociation of the W93 A-cathepsin L complex, providing a likely cause
for the selectivity of the mutant W93 A towards cruzain. Additionally, we performed free energy
binding calculations to evaluate the impact of mutations in the binding of the complexes with
cruzain and cathepsin L, by using MM/GBSA method. Besides the low computational cost of this
method, it presented limitations concerning the reproducibility of experimental results, as verified
in our study. Besides the low computational costs of this methodology, we observed low correlation

between the delta free energy of binding values predicted by MM/GBSA and experimental data.

Keywords: chagasin; cruzain; cathepsin L; protein-protein interactions; selectivity; comparative

modeling; molecular dynamic simulations; MM/GBSA.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cisteino proteases

Proteases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de ligacdes peptidicas em proteinas e
peptideos (McKerrow, 1993), sendo encontradas em diversos organismos vivos (Grzonka et al.,
2001). Estas enzimas sao divididas em classes de acordo com o grupo reativo do seu sitio catalitico
em: serino, cisteino, aspartato, glutamato, treonina e metalo proteases (Otto & Schirmeister, 1997).
Na classe das cisteino proteases, o residuo reativo ¢ a cisteina, responsavel pela realizacao do
ataque nucleofilico ao grupo carbonila das ligagdes peptidicas do substrato (Lopez-Otin & Bond,
2008). Esta classe ¢ dividida em 78 familias de proteinas homologas e 12 Clas de proteinas com
estruturas relacionadas, segundo a base de dados de proteases MEROPS (Rawlings et al., 2016),
sendo a familia da papaina (Cla CA, familia C1) a melhor caracterizada (Grzonka et al., 2001). As
proteases pertencentes a familia da papaina apresentam estrutura terciaria organizada em dois
dominios. O dominio L ¢ formado principalmente por o-hélices, enquanto o dominio D de
interagcdes de folhas-f antiparalelas (McGrath et al, 1995) (Figura 1A). O sitio ativo ¢ localizado
em uma fenda formada entre os dois dominios, onde estdo presentes os residuos Cys—His—Asn que

compdem a triade catalitica da enzima (Figura 1B).

Sitio ativo

Dominio L Dominio D
(a-Hélice) (Folhas-B)

Figura 1 Estrutura tridimensional da papaina. (A) Vista frontal da papaina (PDB ID: 3E1Z, cadeia B).
Em azul o dominio L com prevaléncia de a-hélices, e em verde, o dominio L formado principalmente por
folhas-B. (B) Vista do topo sitio ativo com a representacdo dos residuos que formam a triade catalitica da
enzima (numeracao da papaina). Figuras geradas com o PyMOL (DeLano, 2002).
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O sitio ativo de cisteino proteases da familia da papaina pode ser subdividido em 7 subsitios
(S1—S4, S1’—S3’), de acordo com a nomenclatura desenvolvida por Schechter e Berger (Schechter
& Berger, 1967). Segundo essa nomenclatura, os residuos do substrato em dire¢do N-terminal sdo
designados como P, e aqueles no C-terminal sdao designados como P’, sendo numerados a partir da
ligacdo cindivel. Assim, a ligacdo peptidica clivada ¢ localizada entre os residuos P1 e P1° do

substrato (Figura 2).

Enzima

S4 S3 S2 SIS T 62863

N-terminal C-terminal

P4 P3 P2 Pl 4 P1" P2 P3
Peptideo

Ligacao cindivel
Figura 2 Representacio da interacio entre o peptideo (ou substrato) com os subsitios de uma protease.

Residuos de aminoacidos do peptideo estdo representados pelas letras P e P’ e subsitios da enzima por S e
S’

1.1.1 Cruzaina e catepsinas humanas

A cruzaina é um cisteino protease da familia da papaina (Cazzulo et al., 1997), expressa em
todos os estagios de vida do parasita protozoario Trypanosoma cruzi (Eakin et al., 1992), agente
etiologico da doenca de Chagas. Essa protease é essencial para a sobrevivéncia e desenvolvimento
do parasita nas células hospedeiras de mamiferos (Doyle et al., 2011; Engel, Doyle, Hsieh, et al.,
1998), apresentando elevada atividade na forma epimastigota do parasita (Fampa et al., 2008) e
sendo localizada principalmente nos reservossomos (Cazzulo et al., 2001). Estudos indicam que
essa protease esta envolvida na invasao de células hospedeiras pelo parasito (Aparicio et al., 2004;
Caradonna & Burleigh, 2011; Scharfstein et al., 2000), na remodelacdo celular da forma
epimastigota para o metaciclico infeccioso (Tomas & Kelly, 1994) e evasdo imune (Doyle et al.,
2011). Devido a sua importancia bioldgica no ciclo de vida do T. cruzi, a cruzaina constitui um

alvo validado para o desenvolvimento de novas quimioterapias antiparasitarias (revisado em
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(Cazzulo et al., 2001; da Silva et al., 2016), e varias classes de inibidores da cruzaina tem sido

desenvolvidos nas ultimas décadas (revisado em (Rocha et al., 2018)).

Contudo, no desenvolvimento de farmacos para infec¢bes parasitarias, de maneira geral o
ideal ¢ evitar a inibi¢do de enzimas similares as do hospedeiro, com o objetivo de gerar farmacos
seguros. Em humanos sdo expressas varias cisteino proteases lisossomais, como catepsina B, H,
L,S C, K, O, X, F,VeW (Rossi et al., 2004). Além de estarem envolvidas na degradacdo de
proteinas no lisossomo, essas catepsinas sdo importantes em diversos processos celulares (Turk et
al., 2001). Por exemplo, a catepsina L € associada a apresentacao de antigenos (Turk et al., 2000).
A catepsina L humana exibe alta identidade sequencial com a cruzaina parasitaria (75% identidade
no sitio ativo). Devido & similaridade estrutural entre os sitios ativos dessas enzimas, 0

desenvolvimento de inibidores altamente seletivos para a protease parasitaria continua um desafio.

Estruturalmente, assim como descrito para a papaina, a cruzaina e catepsina L possuem o
dominio L, que é composto por a-hélices, e 0 dominio D, formado por folhas-p antiparalelas. A
cruzaina possui 215 residuos de aminoacidos no dominio catalitico, sendo sua triade catalitica
formada pelos residuos Cys25, His162, Asn182. Por outro lado, em sua forma madura a catepsina
L possui 220 residuos de aminoacidos, sendo os residuos Cys25, His153 e Asn162 envolvidos na

atividade catalitica da enzima.

1.1.2 Inibidores enddgenos de cisteino proteases

As cisteino proteases da familia da papaina (C1) estdo envolvidas em vdarios processos
celulares, sendo que a desregulacdo de sua atividade pode ocasionar diversas doengas humanas.
As proteases produzidas em humanos e protozoarios sdo de interesse terapéutico devido a sua
importancia no desenvolvimento de doengas, como a osteoporose (Drake et al., 1996), cancer
(Aggarwal & Sloane, 2014; Gabrijelcic et al., 1992), assim como nas infec¢des parasitdrias:
maldria, doenca de Chagas, leishmaniose e amebiase (revisado em (Lecaille et al., 2002)).

O controle das atividades proteoliticas de proteases pode ser realizado através de interagdes
com seus inibidores enddgenos. De acordo com o banco de dados MEROPS, existem 83 familias
de inibidores de proteases identificados em todos os reinos de organismos Vivos

(https://www.ebi.ac.uk/merops/inhibitors/) (Rawlings et al., 2018), como a familia da cistatina
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(I125) (Homo sapiens) (Turk & Bode, 1991), falstatina (171) (Plasmodium falciparum) (Pandey et
al., 2006), a chagasina (142) (Trypanosoma cruzi) (Monteiro et al., 2001), entre outros.

1.1.2.1 Familia da cistatina

A proteinas da familia da cistatina (I25) atuam majoritariamente como inibidores de diversas
cisteino proteases da familia da papaina (C1) (Green et al., 1984). De acordo com o banco de dados
MEROPS (Rawlings et al., 2018), esta familia ¢ dividida em trés subfamilias, que compreendem
a estefina (subfamilia [25A), a cistatina (subfamilia [25B) e cininogénios (subfamilia 125C). As
proteinas das subfamilias da estefina e cistatina inibem principalmente proteases da familia Cl1,
enquanto que os inibidores do tipo cininogénios tem como alvo serino (Cornwall et al., 2003) e
metalo proteases (Valente et al., 2001).

As estefinas humanas A e B foram caracterizadas como potentes inibidores de proteases da
familia C1, especificamente a papaina, catepsinas L, S e H (revisado em (Turk et al., 2008))
apresentando um X; de 1,9 x 107! M na inibi¢do da papaina pela estefina A (Turk & Bode, 1991),
por exemplo. As cistatinas atuam como inibidores endogenos de cisteino proteases e da legumaina
(familia C13), encontrada em mamiferos (Alvarez-Fernandez et al., 1999), no qual a cistatina da
clara do ovo de galinha e a cistatina C humana possuem alta afinidade (K; em pM) para a papaina
e catepsinas L e S (revisado em (Turk et al., 2008)), além disso, foi demostrado experimentalmente
que a cistatina C humana também inibe a atividade da protease parasitaria cruzaina (Stoka et al.,
1995). A cistatina E/M, presente em humanos, inibe as cisteino proteases papaina e catepsina B,
exibindo respectivamente valores de Ki de 0,39 nM e 32 nM (Nit et al., 1997), sendo mais potente
na inibicdo da legumaina (Ki de 0,0016 nM) (Alvarez-Fernandez et al., 1999). J& a subfamilia dos
cininogénios € composta por glicoproteinas, presentes em plasma e secrecfes de mamiferos
(revisado em (Bobek & Levine, 1992)). Apesar de cininogénios atuarem primariamente como
inibidores de serino e metalo proteases (Cornwall et al., 2003; Valente et al., 2001), elas
apresentam atividade inibitoria com alta afinidade (Ki na faixa de nM) para algumas proteases da
familia C1, incluindo a papaina, catepsinas S, L e cruzaina (revisado em (Turk et al., 2008)).

Foram determinadas experimentalmente estruturas das cistatinas, bem como o seu modo de
interacao com diversos cisteino proteases, incluindo a papaina (Stubbs et al., 1990), catepsina B

(Renko et al., 2010), catepsina H (Jenko et al., 2003) e falcipaina 2 (Wang et al., 2006). Membros
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da familia da cistatina presentam um enovelamento que consiste em cinco folhas—p antiparalelas
organizadas em volta de uma a—hélice. O inibidor interage com proteases da familia C1 através
das regides que compreendem o N-terminal, loops L1 e L2 (Alvarez-Fernandez et al., 2005)
(Figura 3).

A B

Estefina A

Figura 3 Estrutura da estefina A e modo de interacido das cistatinas com cisteino proteases. (A)
Representacdo da estrutura terciaria dos membros da familia da cistatina, usando como exemplo a estefina
A. (B) Visao geral do modo de interacao da estefina A (colorido em verde e violeta, em cartoon) com a
catepsina H (colorida em cinza na representagéo de superficie) (PDB id 1NB5) (Jenko et al., 2003). Figuras
geradas com o PyMOL (DeLano, 2002).

1.1.2.2 Familia da Falstatina

Assim como descrito para a cistatina, a familia da falstatina (I71) atua como um potente
inibidor endogeno de cisteino proteases da familia da papaina, incluindo falcipaina 2 e¢ 3 de
Plasmodium falciparum e proteases da familia da calpaina 1 (C2) (Homo sapiens). Foi
demonstrado experimentalmente que a falstatina inibiu as proteases falcipaina 2, 3 e calpaina 1
com valores de K; de 0,021 nM e 0,223 nM, respectivamente. A falstatina também possui atividade
inibitoria para proteases humanas catepsinas K, L e H, e a calpaina 1, apresentando valores de K;
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na faixa de 0,025 a 0,196 nM (Pandey et al., 2006). Contudo, até 0 momento ndo foram
determinada nenhuma estrutura cristalografica de complexos da falstatina com cisteino proteases
(Sundararaj et al., 2014). Por outro lado, foi determinado por cristalografia 0 modo de interacéo
do seu homologo em Plasmodium berghei (PbICP), denominado PbICP-C (C-terminal, dominio
inibitdério de PbICP), com a falcipaina 2 (Hansen et al., 2011) (Figura 4).

Figura 4 Estrutura da PbICP-C e modo de interacio da PbICP-C com falcipaina-2. (A) Representagdo
da estrutura terciaria do inibidor PbICP-C, homologo da falstatina. (B) Visdo geral do modo de interacao
da proteina PbICP-C (colorido em verde e representado em cartoon) com a falcipaina-2 (colorida em cinza
e na representacdo de superficie) (PDB id 3NPR) (Hansen et al., 2011). Figuras geradas com o PyMOL
(DeLano, 2002).

Andlise da estrutura terciaria da proteina PbICP-C mostra que esta ¢ formada por dez
folhas—f, que sdo conectadas pelos loops L0, L2, L4 e L6, sendo que os loops L2, L4 e L6 estariam
inseridos proximo a regido de ligagdo da falcipaina 2, possibilitando a realizagdo de parte das

interagdes com a enzima (Hansen et al., 2011) (Figura 4).
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1.1.2.3 Familia da chagasina

A chagasina ¢ membro da familia de inibidores de cisteino proteases (I142) (Monteiro et al.,
2001), sendo expressa principalmente nas formas tripomastigotas e amastigotas do parasito 7
cruzi. Esta possui atividade inibitdria para proteases da familia da papaina. Assim como descrito
para diversas cisteino proteases, a atividade da protease parasitaria cruzaina ¢ regulada pelo
inibidor endégeno, chagasina (Redzynia et al., 2008, 2009; Santos et al., 2005; Wang et al., 2007).
Esta nao apresenta similaridade sequencial com inibidores de proteases da classe das cistatinas,
previamente descritas como inibidores de catepsinas humanas. No entanto, a chagasina possui alta
atividade inibitéria para proteases do tipo catepsina L. Estdo disponiveis no banco de dados de
proteinas Protein Data Bank (PDB) estruturas da chagasina em complexo com diversas cisteino
proteases, como a falcipaina 2 (Wang et al., 2007) catepsina L (Ljunggren et al., 2007), catepsina
B (Redzynia et al., 2008) e papaina (Redzynia et al., 2009), revelando um modo de interacdo que

¢ similar entre as proteases.

A chagasina é composta por 109 residuos de aminoacidos e tem massa de aproximadamente
12 kDa. Sua estrutura tridimensional é caracterizada pela presenca de duas pequenas hélices 3, e
oito folhas-p conectadas por seis loops, cuja topologia ¢ similar a enovelamento do tipo
imunoglobulina. Esta interage com cisteino protease através de residuos distribuidos em regides

inibitorias de trés loops, identificados como L2, L4 e L6 (Ljunggren et al., 2007) (Figura 5).
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Chagasina

Figura 5 Representacio tridimensional da chagasina e modo de interacdo com a cisteino protease
catepsina L. (A) Detalhe dos loops da chagasina que interagem com proteases. (B) Vista frontal do modo
de interagdo da chagasina com a catepsina L (PDB id 2NQD). Proteinas estdo representada em cartoon,
sendo a chagasina colorida em verde e catepsina L em roxo Residuos presentes nos loops de interagcdo da
chagasina com cisteino proteases estdo destacados em bastdes. Figuras geradas com o PyMOL (DeLano,
2002).

O Loop 2 é composto pelos residuos Asn*® — Phe®*, que na realidade formam uma pequena
hélice 3,,. Este interage diretamente com residuos do sitio ativo de cisteino proteases, realizando
ligagdes de hidrogénio envolvendo os residuos Thr’! e Thr*? (Figura 6A). O Loop 4 possui os
residuos Pro®—Gly®, e as interagdes no L4 sio compostas pela formagdo de uma folha-B
antiparalela entre os residuos da chagasina Leu®, Gly®®, e Ala®’ com os residuos da protease
(Redzynia et al., 2009) (Figura 6B). O loop 6 é formado pelos residuos Arg”'—Ser!%, e interage
com a enzima através de ligacdes de hidrogénio, contatos hidrofébicos, e interagdes 7, envolvendo
os residuos Arg’', Pro’?> e Trp”, respectivamente (Figura 6C). Além disso, no complexo
cristalografico da chagasina com a catepsina L, foi observado que essa protease faz uma ponte

141 com o residuo Lys* localizado no loop L3 da

salina com a chagasina através do residuo Glu
chagasina (Figura 6D). Apesar da existéncia de estruturas da chagasina interagindo com diferentes

cisteino proteases, nao foi determinada até o momento a estrutura cristalografica da chagasina em
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complexo com a cruzaina.

Figura 6 Interagdes entre cada loop da chagasina e a catepsina L. Detalhe das interagdes envolvendo
residuos dos loops da chagasina (A) L2, (B) L4, (C) L6 ¢ (D) L3 com residuos da catepsina L. A chagasina
esta colorida em verde e a catepsina L em roxo, sendo representadas em cartoon e residuos da interface de
interagdo na forma de bastdes. Ligacdes de hidrogénio estdo representadas em amarelo. Figuras foram
preparadas para ressaltar pontos importantes da interface de interacdo entre as proteinas usando como
referéncia as figuras descritas por Ljunggren e colaboradores (Ljunggren et al., 2007). Figuras geradas com
o PyMOL (DeLano, 2002).

1.1.4 Interacao chagasina-cruzaina

Modelos hipotéticos da interacdo entre a chagasina e a cruzaina foram estudados
anteriormente para sugerir modos eficientes de inibicdo da cruzaina. Rigden et al. (2002)
conduziram estudos de docking molecular entre essas proteinas, baseado na hipbtese de que a
chagasina interagiria com o sitio ativo da enzima através da regido p-strand e do loop L2, inibindo
sua atividade catalitica (Rigden et al., 2002). Este estudo sugeriu que a chagasina poderia interagir
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com a cruzaina de forma semelhante a outros inibidores, como a cistatina e o fragmento p41,

interagem respectivamente com a papaina (Stubbs et al., 1990) e catepsina L (Guncar et al., 1999).

Salmon et al. (2006) determinaram a estrutura da chagasina por ressonancia magnética nuclear
(RMN) e entdo mapearam suas regides de interacdo com a cruzaina atraves da alteracao de sinais
de RMN. Atraves dessa abordagem os autores conseguiram identificar residuos presentes em
possiveis regides de interacdo nos loops L2 (residuos N29, T31 e T32), L4 (S62, K63, L64, L65,
A67 e G69) e L6 (R91 e WI3) da chagasina com a cruzaina, mas ndo foi discutido o modo de
interacdo com a protease (Salmon et al., 2006). Posteriormente, as estruturas cristalograficas da
chagasina em complexo com a falcipaina (Wang et al., 2007), catepsina L (Ljunggren et al., 2007),
catepsina B (Redzynia et al., 2008) e papaina (Redzynia et al., 2009), revelaram um modo de

interacdo conservado, sugerindo que este seja também é conservado para interagdo com a cruzaina.

Silva et al (2007) determinaram a estrutura cristalografica da chagasina livre, e realizaram
docking molecular dessa com a cruzaina para analisar o modo de interacdo entre essas proteinas.
O estudo sugeriu a participacdo dos loops L2, L4 e L6 na interacdo com a cruzaina, sendo que
residuos presentes no L2 interagiriam com o sitio ativo da enzima. Através do docking, os autores
propuseram que o mecanismo de ligacdo da chagasina para cisteino proteases estaria envolvido
com mudancas estruturais nos loops 4 e 6, incluindo perda de estrutura secundaria no L2 (Silva et
al., 2007).

Através de estudos de mutacdo sitio dirigida, dos Reis e colaboradores (2008) investigaram a
funcéo dos residuos Y89, T31, T32, P30 e W93 da chagasina em sua poténcia contra a cruzaina e
a catepsina L (Tabela 1). Além disso, foi construido por modelagem comparativa um modelo de
interacdo da chagasina com a cruzaina para tentar explicar as diferencas causadas pelas mutagdes

introduzidas na chagasina para a duas enzimas.

Dentre as 15 mutagdes avaliadas na chagasina, algumas tiveram efeito maior na afinidade para
uma das proteases. A mutacdo T31A diminuiu em aproximadamente 40 vezes a afinidade de
ligacdo para a cruzaina, enquanto o mutante W93A teve um impacto apenas para a inibicdo da
catepsina L (diminui¢do de ~110 vezes a afinidade). Por outro lado, enquanto o duplo mutante
T31A/T32A teve um pequeno aumento na afinidade de ligacdo para a catepsina L (~4 vezes), ele
diminuiu a poténcia de inibi¢do para a cruzaina aproximadamente 140 vezes (dos Reis et al., 2008).

Estes resultados sugerem que os residuos T31 e T32 sdo essenciais para a inibicao da cruzaina, e
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WO3 para a inibi¢ao da catepsina L. Estas diferen¢as na afinidade de ligagdo sdo intrigantes devido

a homologia e alta identidade no sitio ativo entre a cruzaina e a catepsina L.

Tabela 1 Valores de K; (pM) determinados experimentalmente para a chagasina contra a cruzaina e catepsina
L. Adaptado de Reis et al (2008).

Substituicdo Regido K M)
Cruzaina Catepsina L

Chagasina ~— 760,67 73+1,2
WO3A Loop 6 31+3,5 825+ 79
Y89S B-strand 25+3,1 ND

Y89F B-strand 20+0,8 ND

P30A Loop 2 20+1,7 45+73
T31A Loop 2 317£26  39+0,7
T31V Loop 2 70+43 9.7+1,1
T31S Loop 2 11+0,6 49=+0,6
T31Y Loop 2 747+44 6.8+09
T32A Loop 2 16 +1,1 14+18
T32S Loop 2 2019  32+22
T32E Loop 2 11+£2,0 ND

T32Y Loop 2 16+0,7 2.7+2.2
T32V Loop 2 19313 20+£0,8

T31A/T32A Loop 2 1065+ 116 1,8+04

AT31-T32* Loop2 5868 £29 2200+17
20 termo A representa delecdo dos residuos T31 e T32 na chagasina.

Apesar de varias tentativas em propor um modelo de interagdo da chagasina com a cruzaina
(dos Reis et al., 2008; Silva et al., 2007; Rigden et al., 2002; Salmon et al., 2006) , ainda nao foram
descritos na literatura estudos que envolvam a dinamica destes complexos. Este trabalho tem como
proposta melhorar o entendimento sobre o mecanismo de inibi¢do seletiva de cisteino proteases
por chagasina. Para atender ao objetivo proposto, os mutantes de chagasina foram modelados
através de modelagem comparativa. Com o intuito de avaliar os modos de ligacao da chagasina
para a catepsina L e a cruzaina, estruturas dos complexos também foram propostas por modelagem
comparativa. Esses complexos foram estudados por diversas metodologias de dinamica molecular.

A seguir, expomos o0s principios basicos de metodologias de modelagem molecular empregadas
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nesta tese.

1.2 Modelagem comparativa de proteinas

Modelagem comparativa ou por homologia ¢ uma técnica utilizada para predicao da estrutura
3D de proteinas (Fiser & Sali, 2003). A modelagem comparativa é fundamentada na premissa de
que proteinas com sequéncias de residuos de aminoacidos similares geralmente possuem estruturas
similares, sendo que a estrutura geral da proteina ¢ resiliente a mutacdes na sequéncia de
aminoacidos (Chothia & Lesk, 1986). A predi¢cdo da estrutura de uma proteina por essa técnica
envolve a identificacdo de uma ou mais estruturas a serem usadas como molde, alinhamento entre

a sequéncia do molde e alvo, construcdo e validacdo dos modelos preditos (Liu et al., 2011).

Para realizacdo da modelagem comparativa de sequéncias de pelo menos cem aminoécidos,
geralmente ¢ necessario que a sequéncia a ser modelada (alvo) e a da proteina com estrutura
conhecida (molde) possuam uma identidade superior a 30%. Por outro lado, se a identidade entre
as sequéncias for inferior a 30% a qualidade do modelo diminui drasticamente, devido ao aumento
da diferenca estrutural entre as proteinas (Baker & Sali, 2001; Chothia & Lesk, 1986). Nos casos
em que a identidade entre as sequéncias ¢ baixa, mas o enovelamento for correto, € possivel inferir
funcao biologica da proteina e encontrar sitios conservados, por exemplo (Baker & Sali, 2001).
Quando a identidade com a sequéncia molde for maior que 50%, o modelo obtido deve se
assemelhar com a proteina nativa, pois com esse grau de identidade o molde apresentaria um erro
de aproximadamente 1 A no RMSD, em relagio aos atomos da cadeia principal. Disso, é possivel
a realizagao de estudos sobre mecanismos cataliticos, bem como docking de pequenas moléculas

e investigacao das interacdes proteina-proteina (Baker & Sali, 2001).

Um dos programas comumente usados para obtencdo de estruturas de macromoléculas
bioldgicas por modelagem comparativa ¢ 0o MODELLER (Webb & Sali, 2016), o qual ¢ baseado
na satisfacdo de restricdes espaciais da conformag¢do de uma proteina a partir de dados sobre
estruturas de proteinas similares (Sali & Blundell, 1993). O seu protocolo basico de modelagem
(Webb & Sali, 2016) ¢ composto pela busca pela estrutura molde, alinhamento de sequéncias e

geracao dos modelos.

A busca por potenciais moldes ¢ entdo realizada de forma automatizada, ou pode ser realizada
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de forma independente pelo usudrio. As etapas seguintes consistem na sele¢cao do molde, usando
os dados de saida da etapa anterior, ¢ o alinhamento da sequéncia alvo com a sequéncia do molde
selecionado, levando em consideragao informagdes estruturais do molde. A seguir sdo gerados os
modelos, também de forma automatica pelo programa. Na etapa final ¢ realizada a avalia¢do dos
modelos gerados pelo DOPE score (do inglés, Discrete Optimized Protein Energy, DOPE) (Shen
& Sali, 2006), um potencial estatistico implementado no MODELLER, no qual a melhor estrutura

modelada seria aquela que apresentar menor valor de DOPE score.

1.2.1 Avaliacdo dos modelos gerados por modelagem comparativa

A etapa final do processo de modelagem constitui a avaliagdo dos modelos obtidos. E nesse
momento que sdo verificados possiveis erros resultantes da modelagem e, caso os resultados
obtidos ndo sejam de boa qualidade ¢ possivel a realizagdao de refinamento dos resultados, como,

por exemplo, minimizacdo de energia ou dindmica molecular.

O Procheck (Laskowski et al., 1993) ¢ um programa utilizado para avaliar a qualidade de
estruturas de proteinas obtidas experimentalmente ou por homologia. Como saida, Procheck
produz varios arquivos, dentre eles o grafico de Ramachandran (Ramachandran et al., 1963), que
descreve os angulos de torcao ¢ e y de uma cadeia polipeptidica e € comumente utilizado para

avaliar a qualidade estereoquimica de estruturas de proteinas.

Verificagdo de possiveis erros estruturais presentes em estruturas de proteinas podem ser
acessados através do ProSA (do inglés, Protein Statistical Analysis, ProSA) (Sippl, 1993). O
programa utiliza potenciais que sdo baseados em conhecimento para analisar a distribui¢do da
energia de enovelamento de uma proteina. Dessas energias sdo calculados o Z-score, que indica a
qualidade global do modelo, comparado a todas as estruturas do PDB de mesmo tamanho, e a
energia dos residuos, que indica a qualidade local da estrutura alvo. Assim, valores de Z-score fora
do intervalo predito para estruturas nativas indicam que o modelo provavelmente possui erros, e

que esse precisa ser investigado (Wiederstein & Sippl, 2007).
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1.3 Docking proteina-proteina

Diversos processos biologicos, incluindo sinalizacdo celular, resposta imune e catélise
enzimatica, sao mediados pela formacao de complexos de proteinas (Keskin et al., 2016). Proteinas
que apresentam mal funcionamento na interacdo com outras moléculas estdo associados ao

desenvolvimento de vérias doengas humanas, como o cancer (Ryan & Matthews, 2005).

O conhecimento da estrutura 3D de macromoléculas bioldgicas possibilita investigar como
essas moléculas interagem quando em complexo, identificar quais sdo os residuos diretamente
envolvidos na ligagdo, e visualizar possiveis modos de interacdo do complexo (Pierce & Weng,
2007). Tais informagdes sdo importantes no estudo e desenvolvimento de inibidores para
complexos proteina-proteina. Apesar da cristalografia de Raios-X e ressonancia magnética nuclear
(RMN) possibilitarem o estudo da formagao de complexos proteicos, essas técnicas experimentais
apresentam algumas limitagdes. Enquanto a cristalografia ¢ um método que demanda tempo e ¢
dependente da obtencdao de grandes quantidades de proteina pura e de cristais de alta qualidade
(McPherson & Gavira, 2014), a determinacdo de estruturas de biomoléculas por RMN ¢ limitada

ao tamanho da proteina (Yee et al., 2005).

Contudo, diversas abordagens computacionais t€ém sido desenvolvidas para predicdo de
estruturas de complexos proteina-proteina. O docking proteina-proteina ¢ um método
computacional direcionado a predicdo de complexos de proteinas dada a estrutura individual de
cada componente (Saladim & Prevost, 2010). Os algoritmos de docking de proteinas requerem trés
etapas principais: (i) obtencdo das estruturas de cada proteina por cristalografia, RMN, ou
modelagem comparativa (no caso de uma das estruturas nao ter sido resolvida experimentalmente),
(i1) busca pelo espaco conformacional (ou amostragem) e (iii) pontuacdo das poses preditas

(Rodrigues & Bonvin, 2014).

1.3.1 Busca pelo espaco conformacional

A etapa de amostragem consiste na busca pelos possiveis modos de interagdo entre as
proteinas. Na etapa de busca, receptor e ligante sdo considerados rigidos e sdo permitidos apenas
seis graus de liberdade (trés rotagdes e trés translagdes). Métodos baseados em FFT (do inglés,

Fast Fourier Transform, FFT) conseguem explorar todo o espaco 3D conformacional.
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No método de correlagao FFT, receptor (R) e ligante (L) sdo representados em um grid
N X N X N de pontos, onde i, j € k sdo os indices do grid (Katchalski-Katzir et al., 1992). O
centroide do receptor ¢ mantido fixo na origem do sistema de coordenadas do grid e o ligante ¢
colocado em um grid moével, no qual sdo avaliadas suas posigdes rotacionais e translacionais em
relacdo a outra molécula (Kozakov et al., 2017) As moléculas R e L sdo discretizadas e entdo

atribuidas os seguintes valores:

1 na superficie da molécula
R(i,j,k) = { p dentro da molécula
0 fora da molécula, (1)

1 na superficie da molécula
L(,,k) = 6 dentro da molécula
0 fora da molécula (2)

Essa abordagem de representacdo das moléculas num grid 3D possibilita uma aceleragao
da amostragem no espaco translacional (Padhorny et al., 2016). As possiveis translagdes dos
pontos a, B e y no grid do ligante L, (i, j, k), em relagdo ao receptor, R, (i, j, k), sdo descritas pela

func¢ao de correlagao P:

N
Z Rp(i,),K) Ly (i+a,j+B,k+y)

N N
=1 j=1 k=1

E(oBy) = Z

1

3)

O célculo direto dessa fungdo ¢ ineficiente, pois a matriz de multiplicagdo envolve N3
multiplicagdes, além de adi¢des dos desvios a, B e y, ocasionando em um custo computacional na
ordem de N®. Como L,(i,j,k) e R, (i, j, k) sdo fungdes discretas, a fungdo P de correlagdo pode
ser rapidamente calculada através da transformada de Fourier, com a complexidade computacional
reduzida para N3In(N?3) , o qual é menos custoso que N® (Gabb et al., 1997). A representacdo de
proteinas em um grid tem sido incorporado em varios programas de docking, incluindo o ClusPro
2.0 (Comeau et al., 2004), Hex (Macindoe et al., 2010), GRAMM-X (Andrey Tovchigrechko &
Vakser, 2006) e ZDOCK (Pierce et al., 2014).

Diferentemente dos métodos baseados em FFT, que consideram as moléculas como rigidas,

a analise dos modos normais ¢ uma metodologia que procura descrever a flexibilidade das
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proteinas em um conjunto de vetores de tamanho 3N, no qual N representa o total de aminoacidos
da proteina. Nos calculos, cada vetor estaria associado a um movimento da molécula, sendo que
mudangas estruturais podem ser expressas em termos dos modos normais (Andrusier et al., 2008).
O SwarmDock (Moal & Bates, 2010) e ATTRACT (Zacharias, 2005) sdo exemplos de algoritmos
de docking que utilizam a analise de modos normais em suas metodologias. No SwarmDock,
durante a busca local por todas as conformacgdes que a proteina pode assumir, os graus de liberdade
referentes a translacdo, rotacdo e conformacdo sdo minimizados ao mesmo tempo, através do

algoritmo PSO (do inglés, Particle Swarm Optimisation, PSO) (Moal & Bates, 2010).

Nos métodos de busca aleatoria ndo ¢ necessaria a representagao das moléculas como num
grid. Diferentemente dos métodos baseados em FFT, a busca conformacional no espaco 6D ndo
ocorre de forma exaustiva. No processo inicial da busca, uma das moléculas ¢ mantida fixa e a
outra ¢ posicionada de forma aleatéria numa regido de ligacdo conhecida (busca local), ou
explorando-se as demais regides (busca global). Esse processo gera uma posicao inicial de cada
orientacdo do ligante, estas sdo submetidas a otimiza¢do ou refinamento através de métodos
estocasticos (Huang, 2014). HADDOCK (Karaca et al., 2010), RosettaDock (Lyskov & Gray,
2008) e ATTRACK (Zacharias, 2005) sdo exemplos de programas que incorporam a busca

aleatéria em suas metodologias de docking proteina-proteina.

1.3.2 Funcdes de pontuaciao

Apos defini¢do do algoritmo de busca para exploracdo do espaco conformacional das
possiveis estruturas do complexo, € importante utilizar uma funcdo de pontuacdo acurada. Esta
deve ser capaz de discriminar a conformac¢ao mais semelhante a adotada pelo complexo nativo dos
demais. Os principais termos empregados em fun¢des de pontuagdo incluem a complementaridade

da forma, interagdes eletrostaticas e dessolvatacao (Pierce & Weng, 2007).

A complementaridade da forma descreve a geometria entre duas moléculas e, tem sido
amplamente utilizada para pontuar predi¢cdes (Pierce & Weng, 2007). O ajuste entre a superficie
do receptor e ligante sdo embasados no potencial de van der Waals. Este potencial possui os termos
de atracdo e repulsdo, e pode ser aproximado pelo potencial de Lennard-Jones 12-6. A energia

potencial eletrostatica ¢ outro componente avaliado na interacao entre proteinas. Esse termo pode
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ser calculado através do potencial de Coulomb. O termo referente a energia de dessolvatagao
procura descrever a penalidade energética (custo ou ganho) ao se tentar rearranjar moléculas de

agua na regido de interacdo de duas proteinas (Hwang et al., 2009).

Outros termos tém sido implementados em fungdes de pontuacdo para identificar as
conformagdes mais proximas da nativa, como a area da proteina acessivel ao solvente (Faraggi et
al., 2014). Outra estratégia para pontuagdo ¢ a utilizagdo da técnica de agrupamento. Essa parte da
premissa de que modelos proximos ao nativo tendem a concentrarem-se em regides de baixa
energia, sendo mais frequentemente amostrados (Lorenzen & Zhang, 2007; Pierce & Weng, 2007).
Dessa forma, apds a geracdo das conformagdes de docking, com o agrupamento dessas
conformagdes seria possivel identificar o grupo mais populoso, o qual, possivelmente, teria como
membro a conformagdo mais proxima a nativa (Lorenzen & Zhang, 2007). Esta abordagem ¢
adotada por diversos algoritmos de docking (Méndez et al., 2005), como por exemplo pelos

programas ClusPro (Comeau et al., 2004) e GRAMM-X(Tovchigrechko & Vakser, 2005).

1.3.3 Avaliacido dos métodos de docking proteina-proteina

O CAPRI (do inglés, Critical Assessment of Predicted Interactions, CAPRI) ¢ uma
competicao cientifica que avalia a performance de diferentes metodologias de docking proteina-

proteina (Lensink et al., 2016). Os critérios empregados pelo CAPRI para avaliar as interagdes

preditas sdo o Fnat, LRMS e iRMS (Méndez et al., 2003).

A fracdo dos contatos nativos (Fnat) ¢ definida como os contatos entre residuos da interface
do modelo, divido pelo total dos contatos na estrutura nativa. A regido de interface compreende os
residuos que estdo a uma distancia de até 5 A de algum residuo da outra proteina envolvida na
interacdo. A qualidade geométrica do modelo de docking ¢ avaliado pelo Root Mean Squared
Deviation do ligante (LRMS). Inicialmente ¢ realizada uma sobreposi¢ao do receptor do modelo
e da estrutura nativa, e entdo calculado o RMSD da cadeia principal referente ao ligante do modelo

e do complexo alvo (Méndez et al., 2003).

O Root Mean Squared Deviation dos carbonos a do ligante (IRMS) ¢ uma medida que permite
acessar a qualidade geométrica do modelo, referente a regido de contato entre receptor e ligante.

Essa regido de interface é definida como a que possui residuos a uma distancia de até 10 A de
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algum residuo da outra proteina envolvida na interagdo (Méndez et al., 2003). Baseado nesses
parametros, a qualidade dos modelos de docking sao classificados em quatro categorias (alta,

média, aceitavel e incorreto) (Tabela 2):

Tabela 2 Parametros de classificacdo adotados pela comunidade CAPRI.

Classificagio | Fnat LRMS (A) iRMS (A)
Alta 205 |10 Ou <10
Média 203 |<]1,0-50] Ou |<]1,0-2,0]
Aceitavel 20,1 |<150-10,0] Ou |<12,0-4,0]
Incorreto <0,1 >10,0 E [>40

Outra forma de avaliar a qualidade dos modelos de docking proteina-proteina ¢ usando o
DockQ (Basu & Wallner, 2016). O DockQ combina Fnat, LRMS e iRMS em um tnico valor
pertencente ao intervalo 0 e 1, sendo que resultados proéximos a zero indicam modelos de baixa
qualidade e aqueles proximos a 1 de alta qualidade, respectivamente. Os valores de DockQ sdo
obtidos através do calculo da média dos valores de Fnat, iRMS e LRMS, considerando-se a

seguinte equagao:

1 1
Fnat + 2 . 2
(M) 1+ ()
DockQ(Fpq¢, LRMS,iRMS,d,,d,) = 3

“4)

onde d; e d, sdo fatores de escala, otimizados para d; = 8,5 e d, = 1,5. Esses parametros

determinam qudo rapido valores alto de RMSD devem ser escalados a zero.

Com essa métrica, € possivel estabelecer uma relagdo entre DockQ e CAPRI na classificagdo
de modelos de interacdao entre duas proteinas. Considerando-se os fatores de escala otimizados,
assim como descrito para os critérios CAPRI, o DockQ consegue dividir modelos de docking em
resultados de alta qualidade (valor DockQ > 0,80), de qualidade média (entre 0,49 e 0,80), aceitavel
(entre 0,23 e 0,49) e modelos incorretos para valores DockQ inferiores a 0,23 (Basu & Wallner,

2016).
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1.4 Simulac¢oes de dinamica molecular

1.4.1 Simulacio convencional

A dinamica molecular convencional (do inglés, conventional Molecular Dynamics, cMD) ¢
um método computacional que possibilita o estudo a nivel atdmico das interagcdes entre as
particulas de um sistema de interesse durante o tempo pela aplicagdo das equagdes de movimento
de Newton (Alder & Wainwright, 1959; Karplus & McCammon, 2002). Simulagdes cMD sdo uma
poderosa ferramenta aplicada na investigagdo da dinamica de macromoléculas biologicas,
incluindo 4cidos nucleicos e proteinas (Cheatham & Kollman, 2000; Karplus & McCammon,
2002). Esse método tem sido amplamente utilizado para estudar estabilidade e enovelamento de
proteinas (Tiana, 2004), interagdes entre proteinas (Wang et al., 2001), docking molecular e
descoberta de farmacos (revisado em (Durrant & McCammon, 2011; Hospital et al., 2015)), no
refinamento de estruturas determinadas experimentalmente (revisado em (Hospital et al., 2015))
ou preditas por modelagem comparativa (Fan, 2004).

Nas simula¢des cMD sao aplicadas as Leis de movimento de Newton para estudar a evolugao

temporal de um sistema biolodgico de interesse. A for¢a F; atuando sobre uma particula (“atomos”)

i de posigdo 1;(t) = (xi(t),yl.(t),zi(t)) no tempo t € massa m;, pode ser expressa como:

d®ry(t)

)

A integragdo numérica da equagdo do movimento procura encontrar uma expressao que
defina a posi¢ao 7;(t+At) no tempo (t+At) em relagdo as posigdes conhecidas em determinado
tempo t. A simulagdo cMD gera trajetorias que possuem informagdes sobre a velocidade e posigoes
dos 4atomos no decorrer do tempo de simulacao e, a partir desses dados € possivel realizar anélises

sobre diversas propriedades do sistema (De Vivo et al., 2016).

Tipicamente, um campo de forcas aplicado a simula¢des de biomoléculas procura descrever
as forcas atuando nas interacdes entre pares de atomos ligados e nao-ligados do sistema (Van

Gunsteren et al., 2006). A energia potencial total do sistema pode ser aproximada pela equagao:
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) 2 v, A By | aquq;
E.. = Z ke (r — Z ke(6 — 0 Z 2l - Z P
total r(r Teq) + 9( eq) + 2 [1+costng — 1)1 + Rigz Ri? * €Rjj

ligacdo angulos diedros nio-ligadas

Os trés somatdrios iniciais do lado direito da equacao descrevem as interagdes entre &tomos
ligados, angulos de liga¢do (0) e dngulos diedros (¢), no qual r € o comprimento da ligagdo, 7,4,
Beq sdo parametros de equilibrio estrutural, k,, kg, V, sdo constantes, n € a multiplicidade e y € 0
angulo de fase. O ultimo termo especifica as interacdes ndo-ligadas de van der Waals e de

Coulomb, onde R;; € a distancia de separagdo entre os atomos i € j, A;; € B;j sdo os coeficientes
de atragdo e repulsdo de Lennard-Jones dos atomos i e j, q; € q; s3o as cargas atomicas ¢ € € a

constante dielétrica.

1.4.2 Simulac¢ao acelerada

Dinamica molecular acelerada (do inglés, accelerated Molecular Dynamics, aMD) ¢ um
método de enriquecimento amostral do espaco conformacional de sistemas bioldgicos ndo
dependente da defini¢do prévia de um conjunto de varidveis coletivas, que descrevem um processo
de interesse. Através da adicdo de um potencial de impulso ndo negativo AV(r) a superficie de
energia potencial do sistema, V(r), as barreiras energéticas sao diminuidas, possibilitando a
transi¢do entre diferentes estados conformacionais de baixa energia (Miao et al., 2014) e uma

melhor amostragem nas simulagdes.

Quando a energia potencial do sistema estd abaixo de um valor de energia de referéncia E , a

simulagdo ¢ rodada no potencial modificado V*(r) (Hamelberg et al., 2004), o qual ¢ definido por:

e V(r),seV(r) = E
V') =y 4 V0 so V- () <,
(7

e o potencial de impulso (boost) AV(r), € obtido pela equagao:

[E - V()]

Av(r) = a+ [E—-V(r)]

(8)

(6)
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r representa as coordenadas do sistema, o parametro a € o fator de aceleragdo. Como no método
de simulacado aMD ha modificacao do perfil de energia potencial V(r), ¢ necessario realizagao de
reponderamento de cada frame do sistema de forma a recuperar o potencial original. Isso ¢ feito
pela multiplicagio de cada ponto no espago configuracional pelo fator ef2V(™  algoritmo
conhecido como média exponencial (Hamelberg et al., 2007). Contudo, o reponderamento
energético por esse algoritmo gera ruidos estatisticos. O fator eV pode ser aproximado usando

as séries de Maclaurin ou expansao cumulante.

1.5 Teoria da selecao conformacional

As mudancgas conformacionais em macromoléculas biologicas devido o processo de ligacao
com um ligante para a formacdo de um complexo que seja estavel, podem ser explicadas segundo
o modelo de ajuste induzido (Koshland, 1958) ou pela selecdo conformacional (Changeux &
Edelstein, 2011). De acordo com a teoria do ajuste induzido as alteragdes conformacionais
ocorreriam depois da etapa de ligacdo entre as moléculas, no qual o ligante induziria mudangas na
estruturais da molécula receptora, estabilizando-a (Koshland, 1958; Weikl & Paul, 2014). Por outro
lado, no mecanismo de selecdo conformacional essas alteragdes na estrutura da proteina
ocorreriam antes da ligacdo (Weikl & Paul, 2014). Segundo a teoria da sele¢do conformacional,
pressupdoem-se a existéncia de proteinas na conformacao ideal para a ligagdo mesmo na auséncia
de ligantes (revisado em (Changeux & Edelstein, 2011)).

Baseado na hipotese da selecdo conformacional, foram realizadas simulacdes aMD da
chagasina WT e suas variantes W93A, T31A e T31A/T32A, assim como dos complexos da
chagasina WT com a cruzaina e catepsina L, para investigar se o mecanismo de selecao
conformacional era importante para determinar a seletividade de inibi¢do da cruzaina e catepsina

L por diferentes mutantes da chagasina.

1.6 Predicao in silico da varia¢ao da energia livre de ligacao

A variagdo de energia livre de um sistema ¢ um importante conceito na fisico quimica, que
descreve processos de associagdo e reacdo de determinado estado em um sistema molecular

(Kollman, 1993), e corresponde a diferenca entre dois estados. O calculo da variacdo de energia
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livre possibilita, por exemplo, estimar a afinidade de ligagdo de proteinas em complexo com

pequenas moléculas (Shirts, 2012) e de complexos proteina-proteina (Gohlke et al., 2003).

Para a determinacdo da variagdo de energia livre, € necessario que sejam definidos os estados:
inicial (A) e final (B) do sistema para o qual sera avaliada a energia livre de Gibbs (AG). Entdo,
dado as energias G4 e Gg, a diferenca entre os estados AG,4p ¢ obtida pela equacao (Gapsys et al.,

2015):

1 Q(N,P,T)

AGAB = GB — GA = —Elnm

)

onde B = 1/kgT e, os termos kg e T representam, respectivamente a constante de Boltzmann e a
temperatura. O termo Q(N, P, T) denota a fun¢do de partigdo dos estados A e B, no qual N ¢é o
namero de particulas e P, a pressdo (Gapsys et al., 2015). Sob condigdes fisioldgicas, a energia
livre de ligagdo de Gibbs, descrita em funcdo das constantes de equilibrio (Keq) de um processo

quimico, ¢ obtida utilizado a equac¢do (Gilson et al., 1997):

AGY = —RTIn(Kg,
(10)
no qual, R € a constante dos gases, T € a temperatura expressa na escala kelvin, e a constante Keq

pode ser determinada experimentalmente.

Outro aspecto referente a obtencao da variacao de energia livre relativa envolve a exploracao
de todo o espago configuracional de forma que os estados de mais baixa energia sejam amostrados
(Pohorille & Chipot, 2007). Esta pode ser calculada a através de conjuntos gerados em simulacdes
de dindmica molecular ¢ Monte Carlo (Kollman, 1993). Essas técnicas, entretanto, apresentam
limitagdes quanto a exploracao de todo o espaco de configuracdes do sistema (Pohorille & Chipot,
2007), pois a amostragem normalmente ¢ restrita a uma regido de minimo local (Beveridge &
DiCapua, 1989). Existem, contudo, varias metodologias de simulacdes direcionadas a obtencao da
variagdo de energia livre de ligacdo, como o FEP (do inglés, Free Energy Pertubation, FEP),
integracao termodinamica (do inglés, Thermodynamic Integration, TI), que sdo métodos baseados
na inclusio do solvente explicito, enquanto o MM/GBSA (do inglés, Molecular
Mechanics/Generalized Born Surface Area, MM/GBSA) (Still et al., 1990) e MM/PBSA (do
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inglés, Molecular Mechanics/Poisson Boltzmann Surface Area, MM/PBSA) (Sharp et al., 1991)

utilizam modelos de solvente implicito.

Apesar dos métodos do solvente explicito FEP e TI fornecerem resultados de energia livre de
ligacdo mais acurados, eles sdo caros computacionalmente (Su & Johnson, 2016; Wang et al.,
2015). Por outro lado, 0o MM/GBSA ¢ MM/PBSA siao métodos de baixo custo computacional e
podem auxiliar no ranqueamento de compostos (Zhang et al., 2014). Contudo, apresenta pouca

precisao dos valores absolutos de energia livre de ligacdo (Genheden & Ryde, 2010).

O MM/GBSA ¢ MM/PBSA sdo métodos computacionais de aproximagdes que procuram
predizer a variagdo de energia livre de ligacdo de complexos receptor-ligante s. Em ambas

metodologias a energia livre média G,; 4.5, € Obtida pela equagao:

(Gligagéo) = (EMM) + (GSOIvatag:éo) —(TS)

(11)

Em que o termo E);,, refere-se a soma dos termos das energias de ligagdo, angulos diedros,
torcionais, e das interagdes de van der Waals e eletrostaticas. As contribuigdes da energia de
solvatagdo sdo definidas pelo termo Ggoppatacao, N0 qual a energia polar pode ser obtida utilizando
os modelos de solvatagdo Generalized Born (do MM/GBSA) ou pela resolucdo da equagdo de
Poisson Boltzmann (do MM/PBSA). Ja a energia apolar pode ser estimada através do SASA (do
inglés, Solvent-Accessible Surface Area, SASA). O ultimo pardmetro da equagdo, TS, refere-se a
temperatura T e entropia S, sendo que a entropia pode ser estimada por modos normais (Genheden

& Ryde, 2015).



38

2. JUSTIFICATIVA

O parasita Trypanosoma cruzi € o agente etioldogico da doenga de Chagas. Esta doenca ¢
endémica em varios paises da América Latina, e tem apresentado incidéncia em outros continentes
devido a migracdo humana. O 7. cruzi expressa a cisteino protease cruzaina, a qual € crucial para
a sobrevivéncia e desenvolvimento do parasita nas células hospedeiras de mamiferos. Durante o
ciclo de vida do parasita, a atividade da cruzaina ¢ regulada pela chagasina, um inibidor endégeno
de cisteino proteases da familia da papaina.

Devido a importancia da cruzaina no ciclo de vida do parasita, essa enzima constitui um
alvo validado para o desenvolvimento de farmacos tripanocidas, e varias classes de inibidores da
cruzaina foram desenvolvidos nas tultimas décadas. No desenvolvimento de farmacos para
infecgdes parasitarias, ha preocupagao de evitar a inibi¢cdo de enzimas similares do hospedeiro. Em
humanos, sdo expressas varias cisteinas catepsinas, entre elas a catepsina L, que exibe alta
similaridade sequencial com a cruzaina (75% de identidade no sitio catalitico). Por causa da
similaridade estrutural entre os sitios ativos dessas enzimas, o desenvolvimento de inibidores
altamente seletivos para a protease parasitaria cruzaina ¢ um desafio. No entanto, estudos
experimentais envolvendo mutantes de chagasina revelaram variantes seletivas para cruzaina e
para catepsina L. Uma melhor compreensao das razdes moleculares que levam a esta seletividade
tem potencial aplicacdo no planejamento de inibidores seletivos para a cruzaina.

Abordagens computacionais que incluam o estudo das dindmicas conformacionais sobre as
interagBes entre a chagasina e cisteino proteases ndo foram exploradas até o0 momento. Baseado
nas informacoes disponiveis na literatura e sobre 0s mecanismos de interacdo entre a chagasina e
outras cisteino proteases, a modelagem comparativa permite propor um modelo inicial do
complexo chagasina-cruzaina. Além disso, através de estudos de simulacbes de dindmica
molecular pode-se avaliar a estabilidade deste complexo. Por outro lado, a anélise de complexos
da chagasina com outras proteases, atraves de simulagGes de dindmica molecular, permite
compreender diferencas de afinidade da chagasina contra diversos cisteino proteases, como a
cruzaina e catepsina L. Portanto, nesta tese empregamos diversas técnicas de modelagem
molecular para investigar complexos da chagasina selvagem e mutantes de chagasina com as
proteases cruzaina e catepsina L, as quais podem fornecer informacbes Uteis para o

desenvolvimento de compostos seletivos para uma determinada cisteino protease e a metodologia
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proposta nesse projeto pode ser adaptada para o estudo de sistemas pertencentes a outras familias

de proteases.
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

De forma a contribuir para o entendimento da interacédo entre a chagasina e cruzaina, este
projeto tem como objetivo a compreensdo do mecanismo de inibicdo seletiva de variantes da
chagasina para cruzaina ou catepsina L humana, através de modelagem comparativa e simulacoes

de dindmica molecular.

3.2 Objetivos especificos

I.  Avaliar a acuracia de metodologias de docking proteina-proteina para predicdo de
complexos entre cisteino proteases e inibidores proteicos.

[I.  Propor modelos de interagdo entre variantes de chagasina e as proteases cruzaina e
catepsina L, através de docking proteina-proteina ou modelagem comparativa.

[ll. Investigar, por meio de dinamica molecular, a estabilidade dos complexos de variantes de
chagasina com cruzaina e catepsina L, e propor um modelo que justifique a seletividade
de inibicdo de mutantes de chagasina para uma destas proteases.

IV. Investigar o impacto de mutagdes em residuos da chagasina na variagdo de energia livre

de ligacdo da cruzaina e catepsina L por MM/GBSA.
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelagem comparativa dos mutantes da chagasina

4.1.1 Identificacao e selecio de molde

A sequéncia nativa da proteina chagasina de Trypanosoma cruzi, contendo 110 residuos de
aminoacidos, foi obtida do banco de dados UniProt (c6digo UniProt Aj299433) (Bateman, 2019).
Sequéncias com mutacdes foram construidas por meio de dez substituigdes (W9I3A, T31A,
T31A/T32A, T31V, T31S, T31Y, T32A, T32S, T32Y ¢ T32V) em residuos de aminoacidos na
sequéncia da chagasina. A estrutura utilizada como molde (PDB id: 2H7W) (da Silva et al., 2007)
foi obtida realizando uma busca por proteinas com estrutura tridimensional conhecida através do

algoritmo BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool, BLAST) (Altschul, 1990).

4.1.2 Alinhamento de sequéncias e construcio dos modelos

O programa MODELLER versdo 9.21 (Fiser & Sali, 2003) foi utilizado para realizagio do
alinhamento entre a sequéncia da proteina molde e a alvo, e na constru¢ao dos modelos mutantes
da chagasina W93A, T31A, T31A/T32A, T31V, T31S, T31Y, T32A, T32S, T32Y e T32V, assim

como dos complexos proteicos por modelagem comparativa.

Para cada sequéncia foram gerados um total de 100 modelos dos mutantes de chagasina. Estes
foram ordenados pelo valor de energia gerado pelo DOPE score do MODELLER 9.21. Para cada

mutante, os 10 modelos de menor energia foram selecionados para validagao.

4.1.3 Validacao dos modelos

O diagrama de Ramachandran, obtido pelo programa Procheck (Laskowski et al., 1993;
Laskowski et al., 1983) foi utilizado para avaliacdo da qualidade estereoquimica dos modelos dos
mutantes da chagasina livre obtidos por modelagem comparativa. O servidor ProSA

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) (Wiederstein & Sippl, 2007), foi empregado para

verificacdo de possiveis erros presentes nos modelos.


https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
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4.2 Predicio de complexos proteina-proteina por docking

4.2.1 Complexos de proteinas usados como referéncia

Para execugdo dos experimentos retrospectivos de docking, foram utilizados como referéncia
as estruturas de sete complexos de proteinas obtidos no PDB. Foram considerados apenas
complexos proteicos contendo cisteino proteases e seus respectivos inibidores proteicos, sendo

quatro da familia da chagasina, dois da familia da cistatina, e um da familia da falstatina (Tabela

3).

Tabela 3 Complexos de proteinas utilizados no estudo retrospectivo de validagdo de metodologias de
docking.

Inibidor \ Protease PDB Resolucao (A)

Papaina 3E1Z (Redzynia et al., 2009) 1,86

Chagasina Catepsina L 2NQD (Ljunggren et al., 2007) 1,75
\Catepsina B 3CBJ (Redzynia et al., 2008) 1,8
‘Falcipal’na 2 20UL (Wang et al., 2007) 2,20

Estatina B Papaina 1STF (Stubbs et al., 1990) 2,37

Cistatina E/M Legumaina 4N6O (Dall et al., 2015) 1,80

Falstatina Falcipaina 2 3PNR (Hansen et al., 2011) 2,60

4.2.2 Obtencao dos complexos de proteinas utilizando o método de docking

Os servidores HADDOCK (http://haddock.science.uu.nl/) (Van Zundert et al., 2016), ClusPro
2.0 (https://cluspro.bu.edu) (Kozakov et al., 2017), SwarmDock (https://bmm.crick.ac.uk/~svc-
bmm-swarmdock/) (Torchala et al., 2013) e GRAMM-X

(http://vakser.compbio.ku.edu/resources/gramm/grammx) (Andrey Tovchigrechko & Vakser,

2006), e foram os quatro programas de docking proteina-proteina que apresentaram melhor
performance segundo a avaliagdio do CAPRI rodada 30 (Lensink et al., 2016) e aqui foram
selecionados para predicdo do modo de ligacdo, no estudo retrospectivo, dos sete complexos
proteina-proteina. Para todos os protocolos de docking, receptor e ligante de cada complexo foram
separados, sendo cada molécula salva em arquivos individuais no formato PDB. Dessa forma, as
coordenadas do receptor e ligante, de cada complexo, foram usadas como entrada em cada um dos

servidores. Aspectos metodolégicos de cada servidor, considerados importantes para esse trabalho,


http://haddock.science.uu.nl/
https://cluspro.bu.edu/
https://bmm.crick.ac.uk/~svc-bmm-swarmdock/
https://bmm.crick.ac.uk/~svc-bmm-swarmdock/
http://vakser.compbio.ku.edu/resources/gramm/grammx
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serdo descritos brevemente nas segoes a seguir.

4.2.2.1 ClusPro 2.0

Foi realizado o docking entre receptor e ligante de cada um dos sete complexos através do
servidor automatizado ClusPro 2.0. No docking, ndo foram selecionadas nenhuma das opgoes
avancadas para os célculos de docking proteina-proteina, isto ¢, ndo foram definidos os contatos
de atragdo e repulsdo entre residuos. Inicialmente, o algoritmo do ClusPro 2.0 realiza uma busca
exaustiva pelo espacgo rotacional e translacional utilizando PIPER (Kozakov et al., 2006), baseado
no método de transformada rapida de Fourier (do inglés Fast Fourier Transform, FFT), cuja fungao

de pontuagdo ¢ descrita como,
E:WI Eattr+w2 Erep+w3 Eelec+W4EDARS (12)

onde os componentes E,y € Ey, representam os termos de atragdo e repulsdo da energia de
interagdo de van der Waals, E,.. ¢ o termo eletrostatico, Epars (do inglés, Decoys as the Reference
State, DARS) é um potencial estatistico construido a partir de um conjunto de conformacgdes de
complexos de proteinas obtidas de experimentos de docking, e que apresentavam com boa
complementariedade da forma, os coeficientes wy,w,,w, € w, sdo os pesos dos seus respectivos

termos.

Na tentativa de encontrar o complexo de proteinas mais proximo da estrutura nativa, o ClusPro
2.0 realiza agrupamento das 1.000 conformagdes de menor energia, considerando o RMSD da
interface de interagdo entre receptor e ligante como medida de distancia, sendo gerados no maximo
30 grupos. Na etapa seguinte € realizado um refinamento, no qual as estruturas selecionadas na
etapa anterior passam por uma minimizagao de energia (Kozakov et al., 2017). Ao término dessas
etapas, o programa retorna as predi¢cdes das estruturas representantes dos grupos mais populosos

das conformacdes de mais baixa energia.

4.2.2.2 HADDOCK

No docking com o servidor HADDOCK (do inglés, High Ambiguous Driven DOCKing,
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HADDOCK) foi necessario realizar restricoes quanto a area de busca de conformagdes.

Informagdes sobre residuos presentes na interface dos complexos foram obtidos na literatura

(Tabela 4).

Tabela 4 Lista de residuos da interface de interagdo de cada complexo de proteinas.

Inibidor Res1du0§ (!a.lnterface Enzima Residuos da.mterface PDB
do inibidor da enzima
R91, T31, G66 Papaina N18, H159, N64 3E1Z (Redzynia et al.,
2009)
R91, T31, L65 Catepsina L|N18, H163, G68 2NQD (Ljunggren et al.,
) 2007)
Chagasina : )
W93, T31, L65 Catepsina |W225, H199, G74 3CBJ (Redzynia et al.,
B 2008)
T31,T32 Falcipaina |H159, C25 20UL (Wang et al., 2007)
2
A56, M7, V55, H104, Papaina N18,Y61, C23, G180, ISTF (Stubbs et al.,
Cistatina L102,Y124 W177, N64 1990)
N39 Legumaina ‘E190, C189,N42, H148 [4N60O (Dall et al., 2015)
Falstatina |[N205, Q308, W206, G231, |Falcipaina [S108, Q171, T232, W206, 3PNR (Hansen et al.,
L309 2 G83 2011)

HADDOCK ¢é um programa de docking de corpo rigido que utiliza informaces
experimentais de mutagéneses, RMN ou espectrometria de massa para geracdo dos possiveis
modos de ligacdo entre receptor e ligante. O protocolo de docking do HADDOCK consiste em trés
etapas: etapa 1 (Rigido): randomizacdo das orientacfes e docking de corpo rigido seguido por
minimizacdo de energia; etapa 2 (Flexivel): refinamento semi-flexivel utilizando simulated
annealing, no qual é permitida flexibilidade da regido de interface relativo as cadeias laterais e da
cadeia principal; etapa 3 (Agua): e refinamento flexivel através de simulacdo de dinamica
molecular em solvente explicito (Karaca et al., 2010). Ao término de cada etapa do docking é
realizada uma pontuacéo de cada configuracdo gerada, sendo que 0s pesos dos termos da funcéo

de pontuacéo variam de acordo com a etapa do docking (Geng et al., 2017):

Rigido: E=1,0 - Euoe; + 0,01 « Eygw + 1,0 - Egecoe + 0,01 - Egr — 0,01 - BSA (13)

Flexivel: E=1,0 - Ejoet + 1,0 - Evgw + 1,0 + Egeqqry + 0,1 - Eor — 0,01 - BSA (14)
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Agua: E=0,2 - Ege + 1,0 - Eygw + 1,0 - Egesory + 0,1 - Ear (15)

A funcdo de pontuacdo HADDOCK é baseada em termos de energia eletrostatica (E.je.)
descrita pelo potencial de Coulomb, energia intermolecular de van der Waals (E,q4,,), energia de
dessolvatacio (E,.), € area da superficie enterrada A2 BSA (do inglés, Buried Surface Area,
BSA) (Karaca et al., 2010). O termo Er (do inglés, Ambiguous Interaction Restraints, AIR) é
referente a informacgdes sobre os residuos presentes na interface de interacdo entre o receptor e

ligante que sdo utilizados para guiar o docking (Dominguez et al., 2003).

4.2.2.3 GRAMM-X

Na execucdo do docking com o programa GRAMM-X (do inglés, Global RAnge Molecular
Matching, GRAMM-X) foram mantidos padrdo os parametros do programa relativo ao total de
modelos exibidos no resultado (um total de 10 modelos) e, ndo foram realizadas restri¢des quanto

os residuos das interfaces de interagdo de cada proteina.

O docking inicia realizando busca conformacional utilizando FFT. Nessa etapa ¢ utilizado o
potencial de Lennard-Jones, seguido de minimizagdo local de energia das melhores predi¢des pelo
método de gradiente conjugado. Na etapa seguinte, cada uma das predi¢des minimizadas ¢
submetida a uma nova pontuacao através do calculo da soma dos seguintes termos: do potencial
Lennard-Jones, estatisticas sobre a preferéncia de posicao dos residuos, predi¢des que encontram-
se em minimos locais, da energia livre de ligacdo empirica, energia dos contatos atdmicos e
predicdo dos residuos conservados da interface de interagdo das proteinas pelo ConSurf, o qual
identifica regides funcionais de proteinas (Glaser et al., 2003; Andrey Tovchigrechko & Vakser,
2006). A etapa final consiste na utilizacdo de SVM (do inglés, Support Vector Machine, SVM)
para, distinguir as predi¢des do modo de ligagdo que estejam proximos ao nativo dentre os demais

(Cortes & Vapnik, 1995; Wright et al., 2013).

4.2.2.4 SwarmDock

Para execucdo do docking no SwarmDock, foi selecionado o docking as cegas, no qual ndo

foram fornecidos dados sobre os residuos da interface de interacdo de cada molécula. As estruturas
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submetidas ao servidor passam por uma etapa de pré-processamento e minimizacdo de energia
utilizando o programa CHARMM com o campo de for¢as Charmm19 (MacKerell et al., 1998). Na
etapa seguinte, o algoritmo estocastico de busca local PSO (do inglés, Particle Swarm
Optimization, PSO) (Solis & Wets, 1981) procura as posi¢cées de menor energia e orientagdes de
ligacdo entre receptor e ligante. Apés etapa de amostragem a funcdo de pontuacdo Dcomplex (S.
Liu et al., 2004), um potencial dependente de distancia entre atomos, é empregada para calcular a
energia de ligacdo das conformagdes preditas. Estas conformagdes sdo novamente pontuadas
utilizando o potencial centroide (um potencial que inclui informacfes sobre as interacGes
envolvendo atomos das cadeias principal e lateral dos residuos) para execucdo de agrupamento
das conformac6es (Tobi, 2010; Tobi & Bahar, 2006). Ao término de todas essas etapas 0 programa

retorna um arquivo contendo os 10 complexos gerados.

4.2.3 Avaliaciao dos complexos preditos por docking

Foi realizada avaliacdo da qualidade dos modos de interacdo obtidos através do docking
proteina-proteina com os programas GRAMM-X, HADDOCK, SwarmDock e ClusPro 2.0. Para
isso, foi utilizado o programa DockQ como medida de qualidade das predi¢des, que ¢ baseado nos

critérios de avaliacdo adotados pelo CAPRI (Fnat, iRMS, LRMS) (Méndez et al., 2003).

Para cada resultado de docking foi realizado um alinhamento entre a sequéncia do complexo
predito (modelo) e o complexo cristalografico (nativo), utilizando um script do DockQ. Entao
foram calculados os residuos da interface de interagdo de ambos os complexos. O Fnat foi obtido
pela razdo entre os contatos residuo-residuo identificados no modelo e os contatos nativos. O Fnat,

1IRMS e LRMS foram calculados pelo programa de forma automatizada.

4.3 Obtencao de complexos de proteinas por modelagem comparativa

Os modos de intera¢dao da chagasina selvagem e mutantes W93A, T31A, T31A/T32AT31V,
T318S, T31Y, T32A, T32S, T32Y e T32V em complexo com a cruzaina (PDB 3106) (Mott et al.,
2010) e a catepsina L (PDB 2NQD) (Ljunggren et al., 2007) foram gerados através do programa
MODELLER 9.21, usando a estrutura cristalografica do complexo chagasina-catepsina L (PDB

2NQD) como referéncia. Antes do alinhamento das sequéncias, as substitui¢des nos residuos



47

selecionados para mutacdo foram realizadas manualmente, a partir da sequéncia da chagasina
complexada com a catepsina L. A qualidade dos complexos modelados foi acessada seguindo a
mesma metodologia descrita anteriormente para avaliagdo dos complexos obtidos do docking

proteina-proteina.

4.4 Simulacoes de dinamica molecular
4.4.1 Simulacdes com o pacote AMBER

O AMBER (do inglés, Assisted Model Building with Energy Refinement, AMBER) (Case et
al., 2005) ¢ um pacote de programas desenvolvido para realizacdo de simula¢des de dindmica
molecular de biomoléculas. As simulagdes no AMBER versdao 18 (Case et al., 2018) foram
realizadas em trés etapas que, consistiram em: (i) preparagao do sistema, (ii) producao da dinamica
e (ii1) andlise das trajetorias. Na preparagcdo dos arquivos de entrada, normalmente sao utilizados
os programas antechamber e LeaP. O primeiro ¢ direcionado a preparagao da topologia de residuos
e moléculas organicas. O LeaP foi utilizado para geracao da topologia e arquivos de coordenadas
cartesianas do sistema. Todas as simulagdes de dindmica molecular foram executadas em clusters
de GPUs utilizando do programa PMEMD. O mo6dulo CPPTRAJ (Roe & Cheatham, 2013) foi

utilizado para realizagdo de analises das trajetorias geradas pelas simulagdes.

Os recursos computacionais utilizados nesse trabalho foram obtidos através de colaboracdo
com o prof. Dr. Klaus R. Liedl, Universidade de Innsbruck — Austria, durante o periodo de
Doutorado Sanduiche no Exterior, PDSE, EDITAL N° 47 /2017.

4.4.2 Preparacao dos sistemas

A estrutura cristalografica da chagasina em sua forma livre, os mutantes e complexos
modelados foram utilizados para execucgdo das simulagdes de dindmica convencional e acelerada.

Todas as estruturas foram submetidas ao servidor H++ (http://biophysics.cs.vt.edu/) (Gordon et

al., 2005) para determinagao dos estados de protonacao dos residuos. A chagasina selvagem e seus
mutantes foram protonados assumindo o valor experimental de 8,5, no qual foi obtido o cristal de
chagasina (Ljunggren et al., 2007). Nas simulagdes com os complexos da chagasina e mutantes

com a cruzaina e catepsina L foi utilizado pH de 6,5, no qual a afinidade entre as proteinas foi


http://biophysics.cs.vt.edu/

48

experimentalmente determinada (dos Reis et al., 2008)

O modulo tleap do AmberTools19v (Case et al., 2018) foi empregado para geracdo das
topologias e arquivos de coordenadas dos sistemas. Cada proteina foi inserida em uma caixa ctbica
de solvatacdo, no qual o modelo TIP3P (Jorgensen et al., 1983) foi utilizado para representar as
moléculas de 4gua, com uma distdncia minima de 12,0 A entre os atomos da proteina e a parede

da caixa. Para neutralizar as cargas no sistema foram adicionados ions Na®.

4.4.3 Simulacdes dos complexos proteicos

Todas as simulagdes de dindmica acelerada da chagasina selvagem (WT), dos mutantes
WOI3A, T31A e T31A/T32A, e dos complexos da cruzaina e catepsina L foram realizadas
utilizando o pacote de programas AMBER18 (Case et al., 2018) com o campo de for¢as FF14SB
(Maier et al., 2015). Inicialmente, foi realizada a minimizacdo de energia em energia em um
protocolo de 13 etapas com restri¢io posicional de 1.000 a 0,5 kcal/mol-A2 (1.000, 500, 200, 100,
50, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1, 0,5) (Wallnoefer et al., 2010), durante 500 passos pelo método steepest
descent, seguido de 500 passos usando o método do gradiente conjugado. Na primeira etapa, foram
aplicadas restri¢des de movimento aos residuos dos complexos de proteinas, exceto aos dtomos de
hidrogénio, e na segunda etapa foi minimizando todo o sistema.

A fase de equilibragdo ocorreu em 5 etapas, sendo 3 delas realizando simulagdo NVT com
restricdo do movimento da proteina usando um passo de 0,001 ps, com o sistema agquecido a uma
temperatura de 300 K usando o termostato de Langevin(Pastor et al., 1988). Em seguida, as
simulagdes NPT foram realizadas mantendo a temperatura em 300 K, sob pressdo constante
aplicando um passo de 0,002 ps. Foram usados o algoritmo SHAKE para restringir a posicao de
hidrogénios e a dinamica de Langevin para controle da temperatura. Apés a minimizacdo e
equilibracdo, 10 ns de simulagbes cMD foram realizadas em cluster de GPU, usando condigdes

NPT com um passo de integracdo de 0,002 ps e temperatura constante de 300 K.

4.5 Simulacoes de dinamica molecular acelerada

As simulacgdes de dinamica molecular acelerada (Hamelberg et al., 2004) foram realizadas

aplicando a aceleracao dual-boost no sistema, isto €, o impulso (boost), foi aplicado para ambos
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os potenciais diedro e de energia total do sistema. Para isso, informagdes sobre a energia média
potencial e diedral de cada sistema foram coletados através de 10 ns iniciais de simulagdo de
dindmica convencional. As informacdes extraidas das simulagdes cMD foram utilizadas para
obtencao dos pardmetros Ediedral, Etotal Oldiedral € Ototal NECESSArios para execucao das simulagdes aMD

foram obtidos através das equagdes definidas por (Miao et al., 2014):

Ediedral = Vdiedral_médio + alNresiduos (16)
Etotar = Vtotal_médio + b1 Nitomos (17)
A, N, o 1
Agivdral = 2 re51duos/5 ( 8)
Atotal = b2Nstomos (19)

, onde a € o parametro de aceleracdo, ai, a2, b1 e bz s@o os valores utilizados para obtengdo da
acelerag@o, Vdiedral medio € Viotal médio SA0 respectivamente as energias potencial e diedral médias do
sistema obtidos da simulagao cMD, Niesiduos € Natomos representam o numero de residuos da proteina
e total de atomos presente no sistema, respectivamente. Apds obten¢ao dos pardmetros descritos
anteriormente foram executadas simula¢des de 1 us para cada um dos sistemas em estudo. Para
isso foi utilizado o arquivo final da etapa de equilibracdo (descrito previamente para simulagdes
cMD) como estrutural inicial para rodar as simula¢cdes aMD e usando condi¢des NPT com um
passo de integragdo de 0,002 ps e temperatura constante de 300 K.

Os resultados das simulagcdes aMD foram subsequentemente sujeitas ao reponderamento
energético. Este foi baseado nos scripts Python “PyReweighting.py” fornecidos por Miao et al
(2014), escolhendo o método da série de Maclaurin para recuperar o panorama de energia livre

original dos sistemas.
4.6 Simulacoes de dinimica molecular convencional

Todas as simulagdes cMD da chagasina WT (do inglés, wild-type, WT), dos mutantes W93 A,
T31A e T31A/T32A, e dos complexos da cruzaina e catepsina L com chagasina WT e mutantes
foram realizadas utilizando os mesmos procedimentos descritos previamente na sessao 4.3.3, mas

para um tempo de simulacdo de 1 pus para cada sistema.
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4.7 Analise dos dados das simulacoes

4.7.1 Analise dos componentes principais

Usando o médulo CPPTRAJ do AmberTools19, foi realizada anélise dos componentes
principais (do inglés, Principal Component Analysis, PCA) para as trajetorias de simulagdes de 1
us cMD e aMD da chagasina WT livre. Para comparar o espago conformacional da chagasina WT
livre amostrada pelas simulagdes cMD e aMD, assim como da chagasina WT em complexo com
cruzaina e catepsina L, foi aplicado o PCA em relagdo as coordenadas cartesianas dos a&tomos Cg
da proteina. Inicialmente, foi feito um ajuste baseado no RMSD (do inglés, Root-Mean Square
Deviation, RMSD) de cada frame em relagdo a estrutura inicial da simulacdo para evitar
movimentos globais translacionais e rotacionais. Apos essa etapa, a matriz de covariancia foi
calculada e entdo diagonalizada para obtengdo dos componentes principais correspondentes a
dindmica geral do sistema. Entdo, todos os sistemas analisados foram projetados no mesmo sistema

de coordenadas.

4.7.2 RMSD-2D

O RMSD bidimensional (RMSD-2D) foi calculado para as trajetdrias das simulagdes aMD e
cMD da chagasina livre, assim como para os complexos da cruzaina e catepsina L com as
chagasina WT, W93 A, T31A e T31A/T32A. Os calculos foram executados usando Python scripts

fornecidos pelo Dr. Klaus R. Liedl, da University of Innsbruck, Austria.

4.7.3 RMSD

O RMSD é um pardmetro que permite comparar duas conformacfes de uma molécula,
baseado nas distancias entre cada atomo nas duas conformacdes, e € comumente calculado pela

equacéo:

1 n
RMSD= —Z d?
n i=1

(20)
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Na equagdo 20, n € o nimero de pares de atomos, onde d; é a distancia entre os i-esimo atomos.
Através do calculo do RMSD pode-se avaliar 0 quanto uma estrutura desvia de sua posi¢éo original
no decorrer da simulacdo. Baixos valores de RMSD indicam que as estruturas obtidas na simulagao
e a inicial tendem a ser muito similares.

4.7.4 RMSF

O RMSF (do inglés, Root Mean-Square Fluctuation, RMSF) é uma medida que permite
quantificar a flutuacdo dos residuos da proteina no decorrer da simulacdo, sendo obtido pela
equacao:

T
1
RMSF;= ?eri'(t) - ri(tref)lz
t=1

21)

Na equagdo 21, i refere-se ao residuo, T é o tempo de simulagdo, r;'denota a posigdo do r; é a
posicdo dos atomos no residuo i, calculada apds realizacdo de sobreposi¢do a estrutura de

referéncia, € t,.r representa o tempo de referéncia.

4.7.5 Energia de interacio linear

As interagdes ndo ligadas de vdW e eletrostaticas da chagasina WT e seus mutantes W93 A,
T31A, T31A/T32A interagindo com a cruzaina e catepsina L foram obtidas utilizando energia de
interagdo linear (comando “lie”’) implementado no moédulo CPPTRAJ do AMBERI18. No qual as

interacdes eletrostaticas sao calculadas usando a equacao,

2

. : r2
Eelec =k i < - %)
rij

(22)

onde gi e gj s&o as cargas referentes aos atomos i e j, que estariam separados por uma distancia ri,

reut representa o ponto de corte para exclusdo dos efeitos das interagdes de longo alcance, sendo
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12,0 A o padrdo do AMBER18. Ja as interacdes de vdW s&o obtidas usando a equacio padréo de
Lennard-Jones (Roe & Cheatham, 2013).

4.7.6 Contatos

Os contatos (nativos e nao-nativos) proteina-proteina foram determinados através da busca
por todos os contatos entre os residuos da chagasina WT e mutantes W93 A, T31A, T31A/T32A
com as cisteino-proteases que estariam a uma distdncia de no maximo 4,0 A. Os calculos dos

contatos foram realizados pelo médulo CPPTRAJ do AMBERI1S.

4.7.7 Analise das ligacdes de hidrogénio

O modulo CPPTRAJ do AMBERI18 foi utilizado para identificar as ligagdes de hidrogénio
observadas na interface de interacdo da chagasina WT e dos mutantes W93A, T31A, T31A/T32A
complexados com a cruzaina e catepsina L, aplicando-se um valor de corte de 3,5 A como critério

de distancia e o angulo foi deixado como padrao (> 135°).

4.7.8 Area acessivel ao solvente

O SASA (do inglés, Solvent-Accessible Surface Area, SASA) foi calculado considerando
todos os residuos dos complexos da chagasina WT e mutantes W93A, T31A e T31A/T32A com

cisteino proteases.

4.7.9 Analises de agrupamento

Foram realizadas andlise de agrupamento das simulagdes aMD e cMD usando scripts Python
fornecidos pelo grupo do Dr. Klaus R. Liedl. Para realizagdo do agrupamento for empregado o
algoritmo hierarquico average linkage. Para o agrupamento baseado nos loops de interagao L2
(residuos 27-24), L3 (residuos 39-50), L4 (residuos 59-69) e L6 (residuos 91-100) da chagasina,
os frames foram extraidos a cada 10 frames da trajetéria (de um total de 50.000 frames)

correspondendo a um total de 5.000 frames.
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4.7.9.1 Reponderamento energético dos resultados de simulagdes aMD

Os resultados dos agrupamentos das simulagdes aMD foram submetidos ao procedimento de
reponderamento energético, utilizando o script “PyReweighting-1D.py” disponibilizado por Miao

etal. (2014).

4.8 MM/GBSA

A estimacao da energia livre de ligacao da chagasina WT e seus mutantes W93 A, T31A,
T31A/T32A, T31V, T31S, T31Y, T32A, T32S, T32Y e T32V com a cruzaina e catepsina L foi
realizada usando o método MM/GBSA, implementado no AmberTools19. Inicialmente foi
necessario preparar os arquivos de topologia do sistema. No #/eap do AMBERIS, as estruturas do
complexo, receptor e ligante de cada sistema foram usadas para obtengdo de seus respectivos
arquivos de topologia (.top) e coordenadas (.crd) no vacuo para os calculos de MM/GBSA e um
arquivo do complexo solvatado para execu¢do da simulagdo cMD. A minimizag¢ao, equilibragio e
as dindmicas de 1 ps de cada um dos complexos solvatados foram realizadas seguindo mesmo
protocolo descrito anteriormente na sessao 4.4.3.

Ap6s a simulacdo, foram realizados os célculos da energia livre de ligagdo entre chagasina
WT e mutantes com cisteino proteases. Para isso, frames foram salvos a cada 250-iésimo frame
(de 50.000), obtendo-se um total de 200 estruturas para os calculos de energia livre usando o script
MMPBSA .py disponibilizado pelo AMBER18.

Os recursos computacionais utilizados nessa etapa do trabalho foram obtidos através de
colaboracdo com o prof. Dr. Pedro G. Pascutti, no Laboratério de Modelagem e Dindmica
Molecular, Universidade federal do Rio de Janeiro —UFRJ, durante o periodo de estagio neste

laboratério (01/03/2018 - 30/06/2018, Edital CAPES n°51/2013 — Biologia Computacional).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Modelagem comparativa

A modelagem comparativa foi utilizada para a obten¢ao dos modelos mutantes da chagasina
WOI3A, T31A, T31A/T32A, T31V, T31S, T31Y, T32A, T32S, T32Y e T32V a serem utilizados nos
experimentos de docking com a cruzaina e catepsina L. Para isso, foram realizadas manualmente
as mutagdes dos residuos W93, T31 e T32 na sequéncia da chagasina selvagem, entdo a sequéncia
com a modificacdo foi submetida a busca no BLASTp, contra o banco de dados estruturas de

proteinas, para obtencdo do molde. Estes resultados encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 Alinhamento da sequéncia da chagasina alvo contra sequéncias de proteinas com estrutura
tridimensional determinada experimentalmente.

Orgal(;lomirlllti)b(:s;):'lgem Id((ﬂ:,zd)?de CO?:Z )t;l ra PDB ID Forma Resolucio
99 \ 100 2NNR Livre 1,7 A
Trypanosoma cruzi 99 99 2FO8 Livre RMN
99 99 2NQD Complexada (1,75 A
98 100 2HTW Livre 1,7 A
Mus musculus 41 ‘30 2XQY Complexada 2,05 A
Leishmania mexicana 32 ‘91 2C34 Livre RMN
Thermotoga maritima 31 ‘26 31P3 Complexada (2,14 A
Pseudonomas aeruginosa |27 ‘96 2WGN Livre RMN

2 Porcentagem de identidade entre a sequéncia alvo e a retornada pelo programa BLAST. ® Porcentagem da
sequéncia submetida ao BLAST que é coberta pelo alinhamento.

Os quatro primeiros resultados da tabela sao de sequéncias da chagasina selvagem, e por
isso apresentam identidade de quase 100% com a chagasina alvo (mutantes). As trés estruturas
cristalograficas identificadas como possiveis moldes apresentam alta resolugdo. Para verificar se
ha grandes alteragdes estruturais na chagasina em complexo com proteases, sua estrutura em
complexo com a catepsina L (2NQD) foi sobreposta com duas estruturas da chagasina livre (2NNR
e 2H7W). O RMSD obtido referente aos atomos da cadeia principal, comparando o complexo
contra a chagasina livre, foi de 0,437 A e 0,502 A para 2NNR (cadeia A) e 2H7W (cadeia A),

respectivamente. Esses valores indicam alta semelhanga estrutural entre as conformagdes
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avaliadas. A estrutura da chagasina livre (PDB id: 2H7W, cadeia A) foi escolhida como molde para
constru¢do de modelos mutantes desta proteina.

O programa MODELLER9.21 foi utilizado para realizagdo dos alinhamentos e constru¢ao dos
modelos mutantes da chagasina W93A, T31A, T31A/T32A, T31V, T31S, T31Y, T32A, T32S,
T32Y e T32V. Com a finalidade de escolher os melhores modelos mutantes para estudos de
docking, os 100 modelos gerados para cada sistema foram ordenados pelos valores de energia
gerados pelo potencial estatistico DOPE, e os dez modelos de menor energia foram selecionados
para a avaliagdo da qualidade estrutural (Anexo Tabela 1).

Analises dos dados estatisticos do grafico de Ramachandran mostraram que, no geral, 100%
dos residuos dos modelos selecionados para os experimentos de docking estavam na regido
favoravel, assim como observado para o molde (Anexo Figura 1). Adicionalmente, o servidor
ProSA foi utilizado para verificar possiveis erros estruturais no molde ¢ modelos. De forma geral,
os modelos selecionados para o docking apresentaram um Z-score bem préximos ao calculado
para a estrutura molde (Anexo Tabela 1), sendo que todas as estruturas modeladas se encontram
dentro do intervalo atribuido as estruturas resolvidas por cristalografia ¢ de mesmo tamanho
(Anexo Figura 2).

Em conjunto, os resultados obtidos pelo grafico de Ramachandran e ProSA indicam que os
modelos preditos para os mutantes de chagasina sao de alta qualidade. Associado a alta identidade
entre sequéncias alvo e molde, e a alta resolu¢do do molde, estes dados oferecem alto grau de
confiabilidade dos modelos gerados pela modelagem comparativa. Assim, os modelos dos
mutantes da chagasina W93A, T31A, T31A/T32A, T31V, T31S, T31Y, T32A, T32S, T32Y e T32V

foram utilizados em experimentos de docking molecular com a cruzaina e catepsina L.

5.2. Avaliacao da performance dos programas de docking

Para selecionar uma metodologia para o docking, 0s programas de docking proteina-proteina
GRAMM-X, ClusPro 2.0, HADDOCK e SwarmDock foram avaliados em dois aspectos: i)
amostragem do modo nativo de interagé@o entre duas proteinas e ii) modelo melhor pontuado pelo

docking classificado como alta qualidade de acordo com o DockQ.
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Foram realizadas analises retrospectivas de complexos envolvendo cisteino proteases e
inibidores das familias da chagasina (2NQD, 20UL, 3E1Z e 3CBJ), da cistatina (1STF e 4N60) e
da falstatina (3PNR) para verificar se 0s programas conseguiriam encontrar as poses dos ligantes
préximas as determinadas experimentalmente. O programa DockQ foi utilizado para classificar os
resultados obtidos, visto que consegue reproduzir com confiabilidade os critérios adotados pelo
CAPRI.

O parametro Fnat é referente a fracdo entre os contatos observados no modo de interacdo da
interface proteina-proteina obtido por docking divididos pelos contatos nativos do complexo
referéncia (ou cristalografico). Valores Fnat > 0,5 e iRMS ou LRMSD < 1,0 A sugerem que o
modo de interacdo predito é de qualidade alta. Dos programas de docking avaliados, 0 GRAMM-
X foi 0 que apresentou mais complexos de proteinas com Fnat > 0,5, sendo observados valores

inferiores a 0,5 apenas para 0 complexo 4N60O, cujo valor de Fnat foi igual a 0 (Figura 7).

GRAMM-X HADDOCK
1 1
0.8 0.8
_ 0.6 0.6
= 2
© 04 T 04
0.2 0.2
0 0 A
2NQD 3E1Z 3CBJ] 20UL 1STF 4AN6O 3PNR 2NQD 3E17 3CBJ 20UL 1STF 4N60O 3PNR
C CODIGO PDB D cODIGO PDB
SwarmDock ClusPro 2.0
1 1 -
0.8 0.8
0.6
= 0.6 &
= =
=~ 0.4 “04
0.2 0.2
0 0 -
2NQD 3El1Z 3CB] 20UL 1STF 4AN6O 3PNR 2NQD 3E1Z 3CBJ) 20UL 1STF 4N60O 3PNR
CODIGO PDB CODIGO PDB

Figura 7 Fracao dos contatos nativos (Fnat). Os valores de Fnat referentes aos complexos de proteinas
de cédigo PDB 2NQD, 3E1Z, 3CBJ, 20UL, 1STF, 4N60 e 3PNR foram obtidos pelo programa DockQ.
Valores de Fnat dos complexos gerados pelos programas de docking (A) GRAMM-X, (B) HADDOCK, (C)
SwarmDock e (D) ClusPro 2.0.
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Complementar ao Fnat, foram calculados pelo DockQ os RMSDs referentes a interface de
interacao dos modelos preditos (iIRMSD), bem como do ligante (LRMSD) (Figura 8). De acordo
com o CAPRI, modelos de alta qualidade apresentam iRMSD ou LRMSD < 1,0 A. Dos programas
avaliados, 0 GRAMM-X foi o que exibiu 6 dos 7 complexos com qualidade alta, com valores altos
apenas para o complexo 4N60, com valores de RMSD superiores a 10 A (Figura 8A). Para o
HADDOCK, apesar de 5 complexos terem exibido Fnat > 0,5 (Figura 7B), apenas 4 deles sdo
classificados como de alta qualidade, pois o complexo 4N60 apresentou valores de RMSD

maiores que 1,0 A, sendo classificado como de qualidade média (Figura 8B).

A GRAMM-X e B HADDOCK s
A m LRMS A W LRMS
10 - >10 10 >10
9 - 9
<8 A gg
<3 ] =
261 26
x5 x 5
s 4 x4
n 3 4
R & 2
Q1 A 1
20— H B = - 20
2NQD 3E1Z 3CBJ 20UL 1STF 4N60 3PNR 2NQD 3E1Z 3CBJ 20UL 1STF 4N60 3PNR
COMPLEXOS DE PROTEINAS COMPLEXOS DE PROTEINA
SwarmDock RMS ClusPro 2.0 RMS
A ) 104 WLRMS c10h WLRMS
10 - >10A >10A o -
9 1 9
=8 =8
o’ a1
w 6 4 w 6 -
25 - 3
= a847
7] 3 1 »n 3 1
e 2 & 2
S1 4 Q1+
<>[ o - | | g o -
2NQD 3E1Z 3CBJ 20UL 1STF 4N60 3PNR 2NQD 3E1Z 3CBJ 20UL 1STF 4N60 3PNR
COMPLEXOS DE PROTEINAS COMPLEXOS DE PROTEINAS

Figura 8 Valores de RMSD referentes aos residuos da interface (iRMSD) e do ligante (LRMSD)
obtidos pelo DockQ. RMSD dos complexos gerados pelos programas de docking (A) GRAMM-X, (B)
HADDOCK, (C) SwarmDock e (D) ClusPro 2.0. Valores abaixo da linha vermelha indicam baixos valores
de RMSD.

A Figura 9 apresenta as categorias em que os modos de interacdo de todos os sistemas
testados foram classificados. Somente foram consideradas para essa analise as poses de docking

que obtiveram melhor pontuacéo dentre os resultados retornados pelos programas.
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Figura 9 Porcentagem de acerto dos programas de docking. Os complexos de proteinas no topo das
predicdes foram classificados em qualidade alta, média, aceitavel e incorreto utilizando o critério DockQ.

O GRAMM-X teve uma boa performance ao retornar como o resultado de melhor
pontuagdo um complexo de alta qualidade. Dos sete complexos avaliados, seis resultados foram
de qualidade alta (86%), e apenas o complexo da cistatina com a legumaina (4N6QO) estava
incorreto. Neste caso, apesar de um modelo de alta qualidade ter sido predito, este foi
incorretamente pontuado como segundo lugar pelo programa de docking. Conforme descrito
abaixo, este complexo foi um desafio para todos os programas de docking, ndo sendo corretamente
predito por nenhum dos softwares utilizados. De forma geral, esses resultados mostram que o
GRAMM-X consegue encontrar solugdes corretas e coloca-las no topo das predigdes.

O programa HADDOCK foi capaz de predizer corretamente cinco complexos (71%).
Entretanto, ndo retornou nenhum resultado da chagasina em complexo com a falcipaina 2 (20UL),
e para o complexo da estatina B com a papaina (1STF) ndo conseguiu predizer nenhum modo de
interacdo correto para o complexo. Uma possivel explicacdo é que sua metodologia de docking
incorpora informacdes experimentais, e provavelmente os residuos indicados como presentes na
interface de interacdo, obtidos na literatura, ndo foram suficientes para a busca conformacional.
Foram definidos como parte de interface os residuos do loop 2 da chagasina (T31 e T32) e residuos
do sitio ativo da falcipaina 2 (H159 e C25), assim como os residuos dos loops de interacdo da
estatina B (A56, M7, V55, H104, L102 e Y124) com a papaina (N18, Y61, C23, G180, W177 e
N64) (Stubbs et al., 1990; Wang et al., 2007).
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Pouco mais da metade dos complexos (57%) foram preditos corretamente pelo programa
SwarmDock, enquanto 43% dos modelos pontuados no topo das predi¢des foram incorretos. Entre
as falhas do programa, este amostrou 0 modo de interacdo experimental do complexo 4N60O, mas
falhou ao pontué-lo em primeiro lugar, sendo classificado como segundo resultado.

ClusPro 2.0 conseguiu predizer seis complexos de proteinas (85%), com qualidade variando
de alta (14%), média (57%) e aceitavel (14%). A maioria dos resultados, no topo das predicdes,
apresentados pelo programa foram de complexos de qualidade média e apenas um resultado
incorreto, que foi o da estrutura 4N60O. Assim como descrito para 0 GRAMM-X e SwarmDock, o
ClusPro 2.0 encontrou um complexo de docking de qualidade aceitavel para a estrutura 4N60O,
mas também falhou em pontua-lo no topo das predi¢cdes. Por outro lado, esses programas
conseguiram predizer corretamente 0 modo de ligagdo do complexo 20UL, o qual foi pontuado
no topo das predicdes, sendo classificado como de alta qualidade, com pequenas variagfes nos

valores de Fnat, IRMSD e LRMSD, como mostrado nas figuras 7 e 8.

Uma possivel explicacdo para o sistema 4N60 ter sido consistentemente o mais dificil de
predizer € que o modo de interacdo desse complexo é diferente dos demais (Figura 10). Enquanto
a chagasina interage com as enzimas da familia da papaina (papaina, catepsina L e catepsina B)
por meio dos loops L2, L4 e L6, a falstatina com a falcipaina através dos loops L2, L4 e L6, a
estatina B com a papaina pelos loops L1 e L2, a cistatina E/M interage com a legumaina por meio
do loop central reativo (LCR) (Figura 10). As interacGes no complexo cistatina E/M-legumaina
sdo compostas principalmente por ligaces polares entre o residuo Asn39 do LCR com residuos
da legumaina (Dall et al., 2015), além de apresentar uma area de interacao entre inibidor e enzima
(SASA de 1.442,7 A?) menor que nos demais complexos com a chagasina (area média de 1.953,8
A?), com a estatina B (1.782,4 A?) e falstatina (2.655,5 A?), conforme calculado pelo servidor
PDBePISA (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/prot_int/pistart.html) (Krissinel & Henrick, 2007).
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Figura 10 Comparacio dos modos de interacio entre inibidores da familia da chagasina, falstatina e
cistatina com cisteino proteases. Representacdo do modo de interagdo da (A) chagasina (em vermelho)
com a catepsina L (em cinza), da (B) falstatina (em magenta) com a falcipaina (em cinza), (C) estatina B
(em laranja) com papaina (em cinza) e (D) cistatina E/M (em verde) com a legumaina (em cinza). Modo de
interagdo entre a cistatina E/M com a legumaina (PDB 4N60), em magenta esta representado o loop central
reativo (LCR), regido que realiza interacdes polares com residuos da legumaina.
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Os programas com melhor performance para encontrar um modo de interacdo que
reproduzisse os complexos nativos foram GRAMM-X e o ClusPro 2.0. Em seis dos sete complexos
avaliados (86% dos casos), esses programas pontuaram as melhores solu¢6es encontradas como a
solugdo mais bem classificada, falhando apenas para um complexo. Contudo, para o ClusPro 2.0,
57% dos complexos avaliados foram de qualidade média, contra 86% complexos de qualidade alta,
obtidos pelo GRAMM-X. O programa GRAMM-X foi ranqueado em quarto lugar na rodada 30
do CAPRI (Lensink et al., 2016), e nas analises retrospectivas deste trabalho apresentou varios
resultados corretos de docking no topo das predic6es, gerou complexos de alta qualidade e, obteve
uma performance superior aos outros programas para o0s sistemas estudados. Portanto, este
programa foi escolhido para realizacdo do docking dos mutantes da chagasina com a cruzaina e

catepsina L.

5.3 Experimentos de docking

Foram realizados experimentos de docking de cada um dos mutantes da chagasina W93A,
T31A, T31A/T32A, T31V, T31S, T31Y, T32A, T32S, T32Y e T32V com cada uma das proteases,
cruzaina e catepsina L, e da chagasina selvagem com a cruzaina. Os possiveis modos de interagao
entre o inibidor e as proteases foram obtidos através de experimentos de docking pelo programa
GRAMM-X. Cada um dos 10 modos de interagdo preditos para cada sistema foi submetido a
avaliacdo da qualidade das interfaces preditas usando as métricas CAPRI e o programa DockQ,
usando como referéncia para comparacao a estrutura do complexo de cada uma das proteases com
a chagasina selvagem. Aqui serd descrito apenas o resultado do complexo modelado melhor
classificado para cada sistema. Estes dados encontram-se resumidos na Tabela 6.

Para os complexos com a cruzaina, 6 complexos foram classificados como de alta qualidade
(T31A, T31A/T32A, T31S, T31V, T32S e T32V), 3 de qualidade média (W93 A, T32A e T32Y) e
I incorreto (T31Y). Para a catepsina L, em geral os modos de interacio foram preditos
corretamente, mas apenas 3 modelos classificados como sendo de alta qualidade (W93A, T32A e
T32Y), sendo 5 de qualidade média (T31A, T31A/T32A, T31S, T31V e T32S) e 1 de qualidade
aceitavel (T31Y) (Tabela 6).
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Tabela 6 Avaliagdo da qualidade dos modos de interagdo dos mutantes da chagasina em complexo com a
cruzaina e catepsina L por docking proteina-proteina através do servidor GRAMM-X.

Protease | variantede | o ol irRMS (AP | LRMS (A | CAPRI® | DockQ®
chagasina
WOI3A 0,66 1,71 8,43 Média Média
T31A 0,74 0,82 2,65 Alta Alta
T31A/T32A 0,71 0,80 2,27 Alta Alta
T31S 0,76 0,87 2,10 Alta Alta
Cruzaina T31V 0,78 0,70 1,98 Alta Alta
T31Y 0,00 19,05 46,33 Incorreto | Incorreto
T32A 0,73 1,33 6,43 Média Média
T32S 0,77 0,73 1,78 Alta Alta
T32V 0,77 0,94 3,62 Alta Alta
T32Y 0,68 1,48 6,84 Média Média
WO3A 0,8 0,77 2,41 Alta Alta
T31A 0,75 0,92 2,78 Alta Média
T31A/T32A 0,73 0,96 3,03 Alta Média
T31S 0,75 1,01 3,67 Média Média
Catepsina L T31V 0,71 0,92 2,67 A_It,a M{ed,ia
T31Y 0,48 3,11 14,41 Aceitavel | Aceitavel
T32A 0,80 0,80 2,21 Alta Alta
T32S 0,73 0,92 2,60 Alta Média
T32V 0,75 0,91 2,67 Alta Média
T32Y 0,74 0,78 2,45 Alta Alta

®Fra¢do dos contatos nativos, é definida como os contatos entre residuos da interface do modelo, divido
pelo total dos contatos presentes na estrutura nativa. YlIRMSD, é o RMSD calculado referente a regido de
contato entre receptor e ligante dos residuos que estio a uma distincia de até 10 A de algum residuo da
outra proteina envolvida na interagdo. CLRMSD ¢ o RMSD calculado para a cadeia principal referente ao
ligante do modelo e do complexo alvo, apds sobreposi¢do dos ligantes.!Classificagdo da qualidade do
modelo segundo critérios do CAPRI (Méndez et al., 2003).°O DockQ combina Fnat, iRMSD e LRMSD em
um Unico valor pertencente ao intervalo 0 e 1, sendo que resultados proximos a zero indicam modelos de
baixa qualidade e aqueles proximos a 1 de alta qualidade, respectivamente (Basu & Wallner, 2016).

Como o docking falhou na predi¢do do modo de interagdo entre o mutante T31Y com a
cruzaina e nem todos os modelos gerados foram de alta qualidade, especialmente para a catepsina
L, a obtencdo dos complexos proteina-proteina foi entdo realizada usando a modelagem

comparativa.

5.4 Complexos obtidos por modelagem comparativa

Para obtencdo dos complexos envolvendo mutantes de chagasina, foi utilizada a estrutura
cristalografica da chagasina-catepsina L como molde. Nao foi necessario utilizar os modelos

mutantes da chagasina gerados anteriormente, visto que a estrutura em complexo ja fornece um
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molde também para estas proteinas. Como nao existe até o momento nenhuma estrutura do
complexo chagasina-cruzaina determinada experimentalmente, foi necessario gerar por
modelagem comparativa a estrutura desse complexo. Isso foi realizado alinhando a sequéncia da
cruzaina com a da catepsina L (do complexo chagasin-catepsina L) através do MODELLER9.21.
Para os complexos com a catepsina L, na estrutura cristalografica a cisteina catalitica (Cys25) da
catepsina L foi mutada para uma alanina, exigindo modificagdo manual na sequéncia da alanina

para cisteina, antes da realizacdo da modelagem.

Tabela 7 Avaliagdo da interface e qualidade dos complexos de mutantes de chagasina com cruzaina e
catepsina L obtidos por modelagem comparativa.

Variante de

Protease . Fnat? iRMS (A)* | LRMS (A)¢ | CAPRI‘ | DockQ*®
chagasina
W93A 0,94 0,18 0,42 Alta Alta
T31A 0,93 0,18 0,58 Alta Alta
T31A/T32A 0,91 0,18 0,57 Alta Alta
T31S 0,94 0,18 0,45 Alta Alta
Cruzaing T31V 0,87 0,19 0,39 Alta Alta
T31Y 0,91 0,18 0,45 Alta Alta
T32A 0,92 0,20 0,64 Alta Alta
T32S 0,96 0,18 0,31 Alta Alta
T32V 0,90 0,20 0,54 Alta Alta
T32Y 0,91 0,18 0,45 Alta Alta
W93A 0,93 0,16 0,51 Alta Alta
T31A 0,93 0,11 0,27 Alta Alta
T31A/T32A 0,89 0,12 0,23 Alta Alta
T31S 0,96 0,11 0,26 Alta Alta
Catepsina T31V 0,95 0,11 0,29 Alta Alta
L T31Y 0,90 0,12 0,43 Alta Alta
T32A 0,93 0,10 0,32 Alta Alta
T32S 0,92 0,10 0,24 Alta Alta
T32V 0,95 0,10 0,27 Alta Alta
T32Y 0,89 0,12 0,26 Alta Alta

®Fra¢do dos contatos nativos, é definida como os contatos entre residuos da interface do modelo, divido
pelo total dos contatos presentes na estrutura nativa. ®iIRMSD, é o RMSD calculado referente a regido de
contato entre receptor e ligante dos residuos que estdo a uma distancia de até 10 A de algum residuo da
outra proteina envolvida na interagdo. °LRMSD é o RMSD calculado para a cadeia principal referente ao
ligante do modelo e do complexo alvo, apds sobreposi¢do dos ligantes.!Classificagdo da qualidade do
modelo segundo critérios do CAPRI (Méndez et al., 2003).°O DockQ combina Fnat, iRMSD e LRMSD em
um Unico valor pertencente ao intervalo 0 e 1, sendo que resultados proximos a zero indicam modelos de
baixa qualidade e aqueles proximos a 1 de alta qualidade, respectivamente (Basu & Wallner, 2016).
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Todos os complexos obtidos por modelagem comparativa foram submetidos a avaliacao da
qualidade de acordo com as métricas usadas pelo CAPRI, usando a ferramenta DockQ para
obtencao das métricas Fra,, LRMS e iRMS. Para realizagdo da avalicao foi utilizado os complexos
modelados chagasina-cruzaina e chagasina-catepsina L como estruturas alvo para comparacdo com
os modelos mutantes. Conforme indicado na Tabela 7, todos os complexos mutantes foram
classificados como sendo de alta qualidade. Em todos os casos, a fragao dos contatos nativos nas
interfaces dos complexos ¢ de no minimo 0,87 e foram obtidos baixos valores de iRMS e LRMS,
indicando alta similaridade entre os complexos gerados e a estrutura molde.

Devido ao sucesso na modelagem comparativa na geracdo dos modelos de complexos
proteina-proteina de alta qualidade em compara¢do com o docking proteina-proteina, decidimos
usar esses complexos modelados para a realizagdo de simulag¢des de dinamica molecular acelerada

e convencional.

5.5 Simulacées de dinAmica molecular acelerada

Com o objetivo de aumentar a amostragem conformacional dos complexos estudados,
realizou-se simulagdes de aMD. Foram realizadas simulagcdes aMD da chagasina selvagem (WT)
e seus variantes W93A, T31A e T31A/T32A complexados as cisteino proteases cruzaina e
catepsina L. Estes mutantes foram priorizados para andlise devido ao alto impacto destas mutacdes
na afinidade da chagasina com uma das proteases. O mutante W93 A foi selecionado devido a
importancia do residuo W93 para a inibicdo da catepsina L, enquanto as mutagdes T31A e
T31A/T32A indicaram o papel essencial das treoninas T31 e T32 para a inibi¢do da cruzaina (dos
Reis et al., 2008).

Para possibilitar a realizacdo destas simulacdes, inicialmente foram executados 10 ns de
dindmica convencional para obtencdo dos valores médios de energia diedral e total dos sistemas,
a serem utilizados para obtengdo dos parametros empregados na dinamica aMD, os quais

encontram-se resumidos na Tabela .
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Tabela 8 Resumo dos parametros obtidos das simula¢des cMD para serem utilizados nas simulagdes aMD
da chagasina WT livre e mutantes W93A, T31A e T31A/T32A, e destes em complexo com cruzaina e

catepsina L.

Parametros cMD Parametros aMD
Sistema Vdiedralmedia® | Viotalmédia® | Natomos® | Nresiduos® adizdral otat! | Ediedral® Eotal” (an; 223 by; bo)
WT 1.349,52 -73.755,9 |24.118| 110 88 14.823,6(1.789,52| -68.932,3 |(4;4;0,2;0,2)
T31A 1.340,32 -75.499,64 |24.651| 110 88 14.930,2|1.780,32 | -70.569,44 |(4; 4;0,2;0,2)
T31A/T32A 1.342,69 -61.493,95 (20.293| 110 88 14.058,61.782,69| -57.435,35 |(4;4;0,2;0,2)
WO3A 1.340,07 -61.738,63 |20.341| 110 88 14.068,2(1.780,07 | -61.679,74 |(4;4;0,2;0,2)
Chagasina-cruzaina 3.994,39 | -13.6220,15 (45.336| 324 |259,2(9.067.2|5.290,39 | -127.152,95 | (4; 4;0,2;0,2)
T31A-cruzaina 3.994,43 | -13.0579,10 |43.574| 324 |259,2 |8.714.8| 5.290,4 | -121.864,3 | (4;4;0,2;0,2)
T31A/T32A-cruzaina 3.979,73 | -13.5188,73 |44.986| 324 |259,2(8.997.2| 5.275,4 | -126.191,53 | (4; 4, 0,2; 0,2)
W93 A-cruzaina 3.995,37 | -13.5874,08 |45.190| 324 |259,2| 9.038 |5.291,37|-126.836,08 | (4; 4; 0,2; 0,2)
Chagasina-catepsina L 4.069,46 |-15.0268,23 |49.756 | 330 264 |9.235,4|5.406,41| -129.660,1 |(4;4;0,2;0,2)
T31A-catepsina L 4.058,89 | -14.2735,51 | 47.298 | 330 264 |9.459,6|5.378,89 | -133.275,91 | (4; 4; 0,2; 0,2)
T31A/T32A-catepsinaL | 4.065,44 |-14.1959,13 |47.144| 330 264 |9.428,8|5.385,44|-132.530,33 | (4; 4;0,2; 0,2)
W93 A-catepsina L 4.075,51 -13.7253,91 | 45.692 | 330 264 |9.138,4|5.395,51| -128.115,51 | (4; 4;0,2;0,2)

TV diedral,média € °Viotalmedia, SA0 as energias potencial diedral e total médias obtidas das simulagdes 10 ns cMD.
“Natomos € Niesiduos TEpresentam o nimero total de dtomos presente no sistema e o nimero de residuos das
proteinas. “Ogiedral € ‘Olotal S30 as aceleragdes aplicadas aos potenciais diedrais e total do sistema. 2Egiedral €
"Etotat 30 impulso (boost) aplicado para ambos os potenciais diedro e de energia total do sistema. '(ai; as;
bi; b2) sdo os valores utilizados para obtengdo da aceleracio.

5.5.1 Estabilidade dos complexos e chagasinas simulados por aMD

Foram realizadas simulacdes aMD de 1 ps para cada um dos complexos das chagasina WT e
seus variantes W93A, T31A e T31A/T32A com a cruzaina e catepsina L. As mudangas
conformacionais ao longo do tempo em relagdo a estrutura inicial de cada complexo foram
avaliadas pelo RMSD dos atomos da cadeia principal, assim como a contribui¢do de cada residuo
na mobilidade das proteinas isoladas (Figura 11). No geral, os complexos W93A, T31A e
T31A/T32A com a cruzaina apresentam boa estabilidade em comparagdo com o complexo WT
(1,99+0,49 A), exibindo valores médios de RMSD de 3,21+0,64, 2,37+0,42, 2,75+0,71 A,
respectivamente.

Analises das flutuagdes dos residuos dos complexos da cruzaina mostram que, no geral, as

proteinas apresentaram um perfil de RMSF similar ao selvagem. Contudo, nas regides que
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compreendem os residuos Alal41—Vall56 e Thr185—Gly192 do complexo W93A tem-se
respectivamente maiores mobilidades (2—4,3 A e 2—3,7 A ) do que observado para o WT, estando
esses residuos distantes do sitio ativo da cruzaina (distancias > 11 A) (Figura 11C). Para o RMSF
das variantes da chagasina isolados do complexo, observou-se um perfil similar de flutuagao ao da
chagasina WT. Apenas o mutante T31A apresenta grandes flutuagdes entre os residuos
Thr39—Phe49 do loop L3 da chagasina, o qual ndo faz parte da regido de inibi¢dao de cisteino
proteases (Figura 11E). Em conjunto, esses resultados sugerem que as mutagdes ndo tiveram um
impacto significativo no complexo com a cruzaina, que ocasionassem em um aumento de
mudangas estruturais quando comparado com o WT.

Analises da evolucdo do RMSD em relacdo ao tempo para as simulacdes dos complexos com
a catepsina L indicam um perfil similar de RMSD entre os mutantes W93A, T31A e T31A/T32A
(4,27£0,73, 3,67+ 0,56 e 3,14+0,49 A, respectivamente). Uma mudanca conformacional brusca
foi observada para o complexo WT-catepsina L apos aproximadamente 200 ns, com um aumento
do RMSD de ~1,5 A para 4 A, estabilizando por volta de 3 A (Figura 11B). Analises do RMSF
referente a cruzaina indicam contribui¢des similares dos residuos na movimentacdo da proteina
entre os sistemas (Figura 11D). Contudo, a chagasina do complexo W93A apresentou grandes
flutuagdes nos residuos localizados nos loops inibitérios L4 e L6 (onde esté localizada a mutagao).
Por outro lado, pouca mobilidade foi observada nos residuos da chagasina do complexo com a
mutacdo T31A/T32A, o qual teve um pequeno aumento de 4 vezes na afinidade para a catepsina
L (dos Reis et al., 2008). Esses resultados indicam que, para a catepsina L, a mutacdo W93A na
chagasina teve maior impacto na estabilidade do complexo que as demais mutagdes, em

comparacao com o WT.
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Figura 11 Efeito das mutacdes na estabilidade dos complexos de chagasina com cisteino proteases.
Painel a esquerda contém os graficos de (A) RMSD dos complexos da cruzaina, e RMSF dos residuos das
proteinas isoladas cruzaina (C) e chagasinas (E) dos complexos. Painel a direita contém os graficos de (B)
RMSD dos complexos da catepsina L, e RMSF dos residuos das proteinas isoladas catepsina L (D) e
chagasinas (F) dos complexos. Nos graficos de RMSD, o método GAM (Generalized Additive Model)
(Wood, 2017), foi utilizado para obtencdo das curvas suavizadas (considerando a média mével dos valores
no tempo de simulag@o). Linhas referentes aos sistemas WT, W93A, T31A e T31A/T32A estdo coloridos
respectivamente em preto, laranja, verde e magenta.

A flexibilidade e a mobilidade dos respectivos residuos das chagasinas livre WT e seus
mutantes W93A, T31A e T31A/T32A, também foram analisadas através de simulagdes aMD

(Figuras 12 e 13). Enquanto a chagasina WT apresenta grandes mudangas conformacionais em
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relacdo a estrutura inicial da simulacao, os mutantes W93A e T31A/T32A sdo mais estaveis,
apresentando um baixo RMSD (2,67+0,49 e 2,78+0,52) em relacdo ao WT e T31A (3,05+£0,75 ¢
3,84+0,61) (Figura 12A).

Andlise das estruturas representativas do grupo mais populoso de cada simulagdo, que
representam entre 60% e 100% do tempo de simulacdo, mostra que de maneira geral as regides de
loop L2, L4 e L6 foram as que mais sofreram mudangas conformacionais, enquanto o L3 adota

uma conformacao mais rigida em comparagao com o WT (Figura 12B).

A — WT = W03A = T31A = T31A/T32A B

s = Cwy
N W93A
=2- T31A

T31A/T32A

0.00 0.25 0.|50 0.75 1.00
Tempo (ps)

Figura 12 Efeito das mutagdes na estabilidade das chagasinas em sua forma livre das simula¢ées aMD.
(A) RMSD das chagasinas WT e seus variantes. Linhas referentes aos sistemas WT, W93A, T31A e
T31A/T32A estdo coloridos respectivamente em preto, laranja, verde e magenta. (B) Estruturas
representativas dos clusters mais populosos das simula¢des da chagasina WT (populagdo de 66,9%)
mutantes W93 A (populacdo de 100%), T31A (populagdo de 60,9%) e T31A/T32A (populagdo de 99,7%).
Para todos os experimentos de agrupamento foi utilizado o mesmo valor de corte de 4,5 A. Loops L2, L3,
L4 e L6 da chagasina estdo destacados e coloridos de acordo com em sistemas em preto (WT), laranja
(W93A), verde (T31A) e magenta (T31A/T32). Nos graficos do RMSD, o método GAM foi utilizado para
obtencdo das curvas suavizadas, considerando-se a média movel dos valores de RMSD no tempo de
simulagao.

Na simulag¢do da chagasina WT, os loops mais flexiveis foram o L3, L4 e L6, especialmente
o L4, o que estaria de acordo com o observado por RMN para essa regido da proteina (Salmon et
al.,2006) (Figura 13A, B). No geral observamos um perfil de flutuacdo similar entre as simulagdes,
no qual as regides de loop L4 e L6 sdo as que contribuem mais para a mobilidade da proteina. Por
outro lado, enquanto na chagasina WT o L3 apresenta grandes flutuagdes, nos mutantes essa regiao

adota uma conformacdo que ¢ bem estavel (Figura 13).
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Figura 13 Efeito das mutacdes na flexibilidade das chagasinas em sua forma livre das simulacdes
aMD. (A) RMSF dos residuos das chagasinas WT e seus variantes. Linhas referentes aos sistemas WT,
WO93A, T31A e T31A/T32A estdao coloridos respectivamente em preto, laranja, verde e magenta.
Representagdo, em tubos, do RMSF calculado para os residuos das chagasinas (B) WT, (C) W93A, (D)
T31A e (E) T31A/T32A, visualizados nas estruturas representativas dos clusters mais populosos das
simulagdes da chagasina WT (populacdo de 66,9%) mutantes W93A (populacdo de 100%), T31A
(populagdo de 60,9%) e T31A/T32A (populagdo de 99,7%). Para todos os experimentos de agrupamento
foi utilizado o mesmo valor de corte de 4,5 A.
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5.5.2 Comparaciao entre as simulacoes cMD e aMD da chagasina WT

Inicialmente, sao comparados, o RMSD e RMSF da chagasina WT em sua forma livre das
simulagdoes cMD e aMD. Podemos observar que, enquanto na simulagao ¢cMD a chagasina adota
uma conformagao estavel, sofrendo poucas mudancas conformacionais em relagdo a conformagao
da estrutura inicial da dindmica, na simulacdo aMD observamos um aumento gradativo nas
diferencas estruturais, os quais foram também observados na mobilidade dos residuos da proteina
(Figura 14). Enquanto na simulacao cMD as regides que mais contribuem para a flexibilidade da
chagasina sdo os loops L4 e L6, na simulacdo aMD foi observada flexibilidade para todos os loops.
Dessa analise, vemos uma discrepancia na mobilidade da proteina em relagdo aos métodos cMD e
aMD, especialmente para os loops L2 e L3. Como apenas informagao sobre a flexibilidade do L4
em solugdo estd disponivel na literatura (Salmon et al., 2006), ¢ dificil comparar o observado
computacionalmente para os loops L2 e L3 com dados experimentais. No entanto, essas
observacdes sdo compativeis com o fato de a metodologia de aMD permitir melhor amostragem

do sistema revelando, portanto, mudangas conformacionais que nao foram amostradas por cMD.

A = cMD = aMD B — cMD — aMD
5- 8 L2 L3 L4 L6
4- N
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. 2
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Figura 14 Comparacio da estabilidade das chagasinas WT em simula¢des cMD e aMD. (A) RMSD e
(B) RMSF dos residuos das chagasinas WT. Linhas referentes as simulagdes cMD e aMD est@o coloridas
respectivamente em preto e laranja. Os graficos de RMSD, foram obtidos usando o método GAM para
obten¢do das curvas suavizadas (considerando a média mével dos valores no tempo de simulagdo) para
cada sistema.

Complementar as analises de RMSD e RMSF, foram realizadas andlises de PCA das
simulacdes de 1 ps da chagasina livre com a finalidade de comparar o espago conformacional
amostrado pelas simulacdes cMD e aMD. Para isso as trajetorias foram combinadas e projetadas
no mesmo espago PCA, assim como os modelos de RMN da chagasina, e estruturas

cristalograficas da chagasina livre e complexada com a catepsina L. As estruturas experimentais
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apresentam dois clusters no espaco dos componentes principais PC1 e PC2, correspondendo as
estruturas em solugdo (modelos RMN) e a da estrutura complexada, assim como aquelas da
chagasina livre (Figura 15). Como esperado, o espago conformacional explorado através da
simulacdo cMD foi menos amplo que o observado para a simulacdo aMD. Adicionalmente, na
simulagdo ¢cMD o sistema permanece preso em uma regido de minimo préximo as estruturas

experimentais (Figura 15A).
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Figura 15 Espaco conformacional observado experimentalmente e por simula¢coes cMD e aMD pela
chagasina livre. Compara¢do entre o espago conformacional da chagasina livre explorados pelas
simulagoes (A) cMD e (B) aMD. As estruturas experimentais da chagasina estdo projetadas no mesmo
espago PCA e nomeadas como RMN (em pontos pretos), e as estruturas cristalograficas da chagasina livre
e complexadas representadas em pontos rosa e vermelho, respectivamente.

Por outro lado, a simulagdo aMD exibe um espago conformacional mais amplo, o qual ¢é
amostrado no mesmo espaco de fase da simulacdo cMD (Figura 15B). Os resultados de PCA
mostram que o método de enriquecimento amostral aMD permitiu a simulagdo escapar da regido
de minimo local localizado entre [5, 15] e [-10, -15], a assim visitando outras regides do espaco
conformacional da chagasina ndo amostrados pela simulagdo cMD. Por esses motivos decidimos
usar o método de simulagdo acelerada para estudar a dinamica conformacional dos loops da
chagasina. Utilizando estes dados, investigamos se 0 mecanismo de selegdo conformacional ¢é
determinante na afinidade da chagasina WT e mutantes W93A, T31A e T31A/T32A para a ligacao

com a cruzaina e catepsina L.
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5.5.3 Analise da populacio das conformacdes dos loops das chagasinas

De acordo com a hipotese de que a selecdo conformacional fosse determinante para a
afinidade entre chagasina e cisteino proteases, nas simulagdes com mutantes de chagasina com
maior afinidade pelas proteases esperavamos obter uma populagdo significativa de estruturas na
conformagdo ideal para a ligacdo, semelhante a da chagasina WT em complexo com as respectivas
proteases. E, no caso dos mutantes em que ha perda de afinidade, haveria diminui¢ao da populagao
de estruturas na conformacao ideal para a ligagao.

Assim, com a finalidade de investigar se as mutacdes W93 A, T31A e T31A/T32A poderiam
ter afetado a flexibilidade da chagasina em sua forma livre, ocasionando numa reducgdo de
conformagdes da chagasina similar aquelas observadas em sua forma complexada a cruzaina e
catepsina L, foram realizadas andlises de agrupamento dos loops L2, L3, L4 e L6 da chagasina
WT livre e seus mutantes W93A, T31A e T31A/T32A, assim como da chagasina WT isolada dos
complexos com a cruzaina e catepsina L. Para isso, foram comparadas a distribuicdo das
conformagdes dos loops entre todas as simulacdes aMD (Figura 16), obtidas através do
agrupamento hierarquico usando o método average linkage da trajetéria combinada das chagasinas
livre com a complexada a cruzaina e catepsina L.

Para os mutantes T31A e T31A/T32A esperavamos observar uma drastica diminui¢do da
populacdo de estruturas na conformagao semelhante a chagasina WT complexada a cruzaina, pois
experimentalmente essas mutagdes reduziram aproximadamente 40-140 vezes a afinidade para a
cruzaina (dos Reis et al., 2008). No entanto, esta correlacdo ndo foi observada para nenhum dos
loops (Figura 16A, C, E e G).

Por outro lado, quando comparamos as populagdes do loop 2 da chagasina livre e seus
mutantes com aquela observada quando complexada a catepsina L (Figura 16B), observamos no
mutante W93 A uma diminui¢do da populagdo das estruturas na conformagao ideal para a ligacao,
enquanto no caso dos mutantes T31A e T31A/T32A essa populagdo estava aumentada. Estes
resultados estdo de acordo com o esperado para esses mutantes, visto que a mutagdo W93A
resultou em uma diminuicao de aproximadamente 110 vezes na poténcia de inibi¢do para catepsina
L, enquanto as demais aumentaram ligeiramente a afinidade para esta enzima (dos Reis et al.,

2008).
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Figura 16 Populacio dos loops da chagasina observada nas simulacées aMD. Comparagdo das
populacdes dos loops L2, L3, L4 e L6 da chagasina WT e mutantes W93 A, T31A e T31A/T32A na sua
forma livre com a forma WT complexada a cruzaina (painel a esquerda) e catepsina L (painel a direita).
Para melhor visualizagdo do efeito das mutacdes na chagasina para as enzimas, os valores de k; para cada
sistema também sdo mostrados.

Essas observagdes indicam que apenas resultados referentes ao loop 2 nos complexos com a

catepsina L estdo de acordo com o esperado pela hipotese de que a selecao conformacional seria

importante para determinar afinidade entre cisteino proteases e diferentes mutantes da chagasina.

Também observamos formagao de a—hélices nos loops 3 € 4 do complexo chagasina-catepsina
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L. Este fendmeno era inesperado e foi investigado através da execugao de outras simulagdes aMD,
variando as velocidades iniciais € os parametros de aceleragdo. Mesmo assim continuamos
observando a formagdo de a—hélices nos loops 3 e 4, em alguns casos. Apesar do método aMD
aumentar a amostragem conformacional de biomoléculas em compara¢do com as simulagdes
cMD, ele apresenta algumas limitagdes, como: geragdao de grandes ruidos durante o processo de
reponderamento energético (Shen & Hamelberg, 2008), dificil recuperacdo do panorama de
energia livre original, principalmente para grandes sistemas biomoleculares, como no caso de
grandes proteinas (Miao et al., 2014), no qual s3o aplicados altas aceleracdes para facilitar que o
sistema ultrapasse grandes barreiras energéticas, escapando assim do seu estado inicial (Wang et
al., 2011).

Melhorias tem sido feitas para minimizar essas limitagdes, mas estas sdo restritas a peptideos
menores que 35 residuos de aminoacidos (Miao et al., 2015). Devido a hipotese inicial de selecao
conformacional nao ter sido coerente com os resultados obtidos, ¢ formac¢ao de o—hélices nas
simulagdes aMD do complexo chagasina-catepsina L prejudicar a confiabilidade nos resultados

destas simulagdes, decidimos investigar os complexos de interesse através de simulagdes cMD.

5.6 Simulacoes de dinAmica molecular convencional

Para entender a seletividade de inibi¢do da cruzaina ou catepsina L pelos mutantes W93A,
T31A e T31A/T32A foram realizadas simulacdes cMD de 1 ps cada sistema, utilizando os

complexos obtidos por modelagem comparativa.

5.6.1 Estabilidade dos complexos da chagasina com cisteino proteases

Para investigar o efeito das mutagdes W93 A, T31A, e T31A/T32A na estabilidade de seus
complexos com a cruzaina e catepsina L, foram realizadas analises do RMSD-2D referente aos
atomos da cadeia principal da proteina. Essa analise foi aplicada a trajetéria combinada da
chagasina WT e seus mutantes W93A, T31A, e T31A/T32A complexados a cruzaina e catepsina
L (Figura 17). De forma geral, os complexos apresentaram estabilidade durante a simulagao,
resultando em baixos valores de RMSD, com excec¢do do complexo W93 A-catepsina L (Figura
17B). Nos complexos da cruzaina, os mutantes W93A e T31A apresentaram baixos valores de
RMSD em comparagdo com o WT, indicando que esses complexos possuem menos mudancgas

conformacionais. No caso do mutante T31A/T32A, podemos observar um grupo de estruturas
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adotando conformagdes diferentes dos outros sistemas, sugerindo que a mutacdo T31A/T32A
resultou em um aumento de mudangas estruturais no complexo (Figura 17A).

Para identificar quais regides dos complexos da cruzaina foram mais afetados pelas
mutagoes WI3A, T31A e T31A/T32A, foi calculado o RMSF dos residuos de cada proteina desses
complexos (Figura 17C, E). De forma geral, as mutagdes na chagasina ndo afetaram flutuagdes
nos residuos nem da cruzaina nem da chagasina, pois os perfis obtidos para os mutantes foram
semelhantes aos do complexo WT. Excec¢des foram observados para o sistema T31A, nos quais os
residuos da cruzaina Lys58—Asp60, que estdo distantes (> 11 A) do sitio ativo, mostraram um
pequeno aumento na flutuagcdo em comparacao com o WT (Figura 17C). Grandes flutuagdes foram
também observadas para os residuos da chagasina Gly38—Phe49 (residuos do loop L3, o qual ndo
faz parte da interface proteina-proteina) do complexo T31A/T32A. Estes resultados indicam que
a mutacao T31A/T32A aumentou a flutuagdo dos residuos afetando as conformagdes da proteina,

como observado no grafico de RMSD-2D, através de mudangas no loop L3 (Figura 17A).
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Figura 17 Efeitos das mutacoes W93A, T31A e T31A/T32A na estabilidade dos complexos. A) RMSD-
2D das trajetorias combinadas da chagasina WT e mutantes W93 A, T31A e T31A/T32A em complexo com
a cruzaina (A) e catepsina L (B). Analises de RMSF dos residuos da cruzaina (C) e chagasina (F), e catepsina
L (D) e chagasina (F) calculados para as trajetorias dos complexos. As linhas referem-se a chagasina WT e
seus mutantes W93A, T31A e T31A/T32A, que estdo respectivamente coloridos em preto, laranja, verde e
magenta. Nas chagasina (E, F) sdo destacados os loops de interagdo L2, L3, L4 e Lé6.

Por outro lado, nos complexos das chagasinas com a catepsina L, observamos um
significativo aumento conformacional para o complexo mutante W93A, o qual apresentou
elevados valores de RMSD em comparacdo com o complexo WT (Figura 17B). Os graficos de
RMSF mostram um perfil similar de flutuagdo para a chagasina WT e do mutante T31A
complexados a catepsina L. Em contraste, no complexo T31A/T32A observamos um aumento da

flexibilidade dos residuos da catepsina L Pro90—Ser97, os quais estdo distantes (> 18 A) do sitio
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catalitico da enzima (Figura 17E, F). Para o mutante W93 A, grandes flutuagdes foram observadas
para ambas proteinas, sugerindo que a mutagdo W93A no loop L6 da chagasina induziu perda de
estabilidade do complexo.

Complementar as analises de RMSD-2D dos complexos da chagasina WT e seus mutantes
WOI3A, T31A e T31A/T32A complexados a cisteino proteases, foi realizada uma andlise de
RMSD-2D para as proteinas isoladas de cada complexo para identificar qual proteina teve maior
contribui¢do no aumento da flexibilidade do complexo (Figura 18 A, B). Foram observadas grande
flexibilidade para a chagasina isolada do complexo T31A/T32A, enquanto de forma geral a
cruzaina apresentou pouca flexibilidade. O comportamento rigido observado para a cruzaina esta
de acordo com dados da literatura sobre simulagdes cMD desta enzima com pequenas moléculas
(Martins et al., 2018; Minas et al., 2017; Santos et al., 2019; Wilson et al., 2010). Para a catepsina
L, as andlises indicam grandes mudancas conformacionais para a catepsina L e a chagasina do
complexo W93A (Figura 18C, D). Para entender o impacto dessas mudangas conformacionais nas
interacdes intermoleculares, resolvemos direcionar as analises para as interfaces proteina-proteina

nestes complexos.
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Figura 18 Mudancas conformacionais para cisteino proteases, chagasina WT e seus mutantes dos
complexos. As figuras do RMSD-2D foram calculadas para as trajetorias combinadas das proteinas isoladas
cruzaina (A) e chagasina (B) dos complexos envolvendo a chagasina WT, W93A, T31A, e T31A/T32A;a
catepsina L isolada (C) e chagasina (D) fdos complexos envolvendo a catepsina L e chagasina WT, W93A,
T31A, e T31A/T32A. Estas analises foram realizadas com base nas simulagoes cMD de 1 us de cada
sistema.

5.6.2 Efeito das mutacdes em residuos conservados da chagasina nas energias de interacdes
e contatos da interface

Para melhor caracterizar a interface dos complexos, foi investigado o efeito das mutacdes
WOI3A, T31A, e T31A/T32A nas interagdes intermoleculares da chagasina com cruzaina e
catepsina L, calculando as energias de interagdo eletrostatica e de vdW, os contatos proteina-
proteina, ligagdes de hidrogénio e area acessivel ao solvente (SASA) para todos os complexos

(Tabela 9).
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Tabela 9 Valores médios e desvios padrao para cada parametro analisado nas simulagdes cMD da chagasina
WT e mutantes W93 A, T31A e T31A/T32A complexados a cruzaina e catepsina L.

Variante . a Eelect Evaw c Lig. SASA

Protease da chagasina Ki (pM) (kcal/mol)®  (keal/mol)® Contatos Hidrogénio (A»)*
Cruzaina WT 7,6+0,7 -123,1+23,8 -110,3+5,2  889,0+56,2 7,2+1,2 12577,6+239,7
WO3A 3143,5 -180,5+43,6 -108,3+6,8  886,7+69,7 8,5+1,5 12552,0+251,8
T31A 317426 -133,2429,7 -112,1+5,8  899,5+62,6 7,6+1,3 12457,44234,8
T31A/T32A 1065£116 -188,5+40,4 -112,2+£5,7 916,3+60,1 9,6+£1,4 12781,24+268,6
CatepsinaL.  WT 7,3£1,2 -164,6+44,1 -111,9£7,6  912,2+79,7 7,2+1,7 13141,5+£270,1
WO3A 825+79 -92,7+49 3 -67,9+15 537,8+128,1 4,6+1,9 14303,3+437,9
T31A 3,9+0,7 -147,4+38,9  -99,8+5,7 805,1+69,9 6,5+1,7 13668,2+294,9
T31A/T32A 1,8+0,4 -150,5+£39,3  -99,7+£5,6 788,7+65,7 5,941,6 13987,5+297,7

2 Valores experimentais reportados previamente(dos Reis et al., 2008), ? valores médios correspondentes a
energia linear de interacdo da interface de interacdo calculados para cada frame da simulacdo relativos aos
termos de interacdo eletrostatico e vdW, °total médio de contatos (distancia < 4,0 A) entre a chagasina WT
¢ mutantes interagindo com a cruzaina ou catepsina L, 9 nimero de ligagdes de hidrogénio intermolecular
(distancia < 3,5 A, angulo > 135°), © Area acessivel ao solvente dos complexos (SASA).

As mudangas mais significativas nas energias de interacdo foram observadas para o
componente eletrostatico nos complexos envolvendo o mutante W93 A, que foi ~57 kcal/mol mais
favoravel no complexo com a cruzaina e ~72 kcal/mol menos favoravel para o complexo com a
catepsina L, quando comparados com os seus respectivos complexos da chagasina WT. Além
disso, observamos uma significante diferenca entre WT e o duplo mutante T31A/T32A, o qual
exibiu uma energia eletrostatica mais favoravel em complexo com a cruzaina (~65 kcal/mol)
(Tabela 9, Figura 19A, B). Por outro lado, nos complexos com a cruzaina, as energias de vdW
foram similares entre os mutantes da chagasina e o WT, com variagdes de ~2 kcal/mol dos valores
calculados para a chagasina WT (Figura 19C). As energias de vdW para complexos da catepsina
L foram ~12 kcal/mol menos favoraveis para os mutantes da treonina, e ainda menor para o
mutante W93A (~44 kcal/mol) comparado com o WT (Figura 19D). Este resultado sugere que a
mutagdo W93A afetou ambas as energias de interagdo eletrostatica e vdW com a catepsina L, e
assim desestabilizando o complexo, o que ¢ consistente com as analises de RMSD-2D para este

mutante (Figura 18B).

Andlises das interagdes durante o tempo de simulagdo para os complexos com a cruzaina
mostraram um numero de contatos € SASA similar entre todos os mutantes em comparagdo com
o WT. A mutagdo WI93A causou um pequeno aumento do numero de ligagdes de hidrogénio
(Figura 19E, G e ). Para o mutante T31A, que resultou em diminui¢d@o da afinidade para a cruzaina,

observou-se em um numero de ligacdes de hidrogénio similar ao WT. Surpreendentemente,
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observamos um aumento do nimero de ligagdes de hidrogénio e energia eletrostatica mais
favoravel para o mutante T31A/T32A, o que contrasta com o dréstico impacto dessa mutacao na
poténcia de ligac¢do para a cruzaina (Figura 19G).

Quando comparado com o complexo WT-catepsina L, os mutantes da treonina T31A e
T31A/T32A complexados com a catepsina L exibiram energias eletrostitica ¢ vdW menos
favoraveis, € uma pequena redu¢ao do numero de contatos e ligacdes de hidrogénio, enquanto
observamos um aumento dos valores de SASA em comparagdo com o complexo WT (Figura 19B,
D, F, H e J). Como essas mutagdes no loop L2 da chagasina aumentaram pouco a poténcia contra
a catepsina L, e as diferengas observadas para cada varidvel ndo sdo drasticas, ¢ dificil discutir a
concordancia entre resultados experimentais e computacionais. Por outro lado, a mutacdo W93 A
resultou em energias eletrostatica ¢ vdW menos favoraveis, um baixo nimero de contatos, e
aumento de SASA. Como ¢ esperado essas diferencas teriam um impacto negativo na interagao,
estes resultados estdo de acordo com o que ¢ observado experimentalmente em relagdao a baixa

afinidade deste mutante para a catepsina L.
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Figura 19 Energias de interacio e propriedades das interfaces entre as variantes da chagasina e
cisteino proteases. Energia eletrostatica dos complexos com a cruzaina (A) e catepsina L (B);energia de
van der Waals dos complexos com a cruzaina (C) e catepsina L (D); niimero de contatos (distncia < 4,0 A)
para os complexos com a cruzaina (E) e catepsina L (F); nimero de ligagdes de hidrogénio (distancia < 3,5
A, angulo > 135°), para os complexos com a cruzaina (G) e catepsina L (H); e 4rea acessivel ao solvente
(SASA) para os complexos com a cruzaina (I) e catepsina L (J). Em todos os graficos, o método GAM
(Generalized Additive Model) (Wood, 2017), foi utilizado para obtencdo das curvas suavizadas
(considerando a média movel dos valores no tempo de simulagdo) para cada variante da chagasina sdo
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representados por linhas nas cores preta (WT), laranja (W93A), verde (T31A) e rosa (T31A/T32A).

5.6.3 Efeito das mutacoes na flexibilidade dos loops da chagasina

Em conjunto, as andlises das interacdes ndo-ligadas revelaram diferencas na interface de
alguns dos complexos aqui estudados, como por exemplo, mudangas nos valores de energia
eletrostatica, nimero médio de ligacdes de hidrogénio e SASA. Considerando a importancia dos
loops da chagasina na interacdo com cisteino proteases, para melhor entender quais mudancas
conformacionais estdo relacionadas com essas observagdes gerais, decidimos investigar as
conformagdes dos loops amostrados durante as simulagdes. Para isso, foram comparados o RMSD-
2D referentes aos atomos da cadeia principal dos loops da chagasina L2, L3, L4 e L6 dos
complexos com a cruzaina e a catepsina L.

Para a cruzaina, os loops L2 e L4 adotam uma conformagao estavel, enquanto sdo observadas
mudangas estruturais nos loops L3 e L6 (Figura 20). No loop 3, uma mudanga conformacional
significante foi observada apds aproximadamente 400 ns na simulacdo do mutante T31A/T32A,
resultando em conformagdes diferentes das amostradas nos outros complexos e permanecendo
nessa conformacao até o fim da simulagdo (Figura 20C). Contudo, como o L.3 ndo esté na interface
do complexo, ndo seria esperado que esta mudanga impactasse a inibi¢do da cruzaina.

Do grafico de RMSD-2D, nota-se que o loop L6 adota conformacgdes que sdo similares com
os complexos WT e T31A, mas que sdo diferentes das observadas nos complexos W93A e
T31A/T32A (Figura 20E). Para identificar essas mudancas conformacionais observadas no L6 para
diferentes simulacdes, foi realizada uma andlise de agrupamento baseada nos residuos do L6 das
trajetorias combinadas dos complexos da chagasina WT e seus mutantes W93A, T31A e
T31A/T32A com a cruzaina (Figura 21A).

A estrutura representativa do grupo 2, que corresponde as simulacdes do WI3A e
T31A/T32A, mostra que o loop L6 da chagasina sofre mudancas estruturais e fica menos exposto
ao solvente em comparacao com a estrutura representativa do WT (Figura 21A, B). Baseado nesses
resultados, ndo conseguimos relacionar a diminui¢do na poténcia de inibicdo dos mutantes da
chagasina T31A e T31A/T32A para a cruzaina com mudangas conformacionais nos loops de

interagao.
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Figura 20 RMSD-2D das trajetérias combinadas da cruzaina. (A) Estrutura do complexo chagasina-
cruzaina, obtido por modelagem comparativa, destacando a localizag¢@o dos loops da chagasina L2, L3, L4
e L6 em relagdo ao sitio ativo da cruzaina (representado em superficie). A regido do sitio ativo esta destacada
em amarelo e os residuos cataliticos em vermelho. Graficos do RMSD-2D para os loops L2 (B), L3 (C),
L4 (D) e L6 (E) dos complexos WT e mutantes, obtidos das simulagdes 1 pis de MD para cada sistema.
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Figura 21 Mudangas conformacionais e exposicdo ao solvente do loop L6 da chagasina das trajetorias
combinadas dos complexos WT, W93A, T31A e T31A/T32A com a cruzaina. (A) As estruturas
representativas dos grupos mais populosos das simulagdes sdo coloridas em azul para WT e T31A e em
vermelho para o W93A e T31A/T32A. A chagasina e cruzaina sdo mostradas, respectivamente, em cores
escuras ¢ claras. (B) Curvas suavizadas, considerando a média movel dos valores de SASA durante o tempo
de simulagdo, calculado para o L6 dos complexos WT, W93A, T31A e T31A/T32A com a cruzaina. Em
linhas preta, laranja, verde e rosa estdo representados os sistemas WT, WI93A, T31A e T31A/T32A,
respectivamente.

Foi analisada a flexibilidade dos loops da chagasina em complexo com a catepsina L
(Figura 22). Um estudo anterior comparando a chagasina em sua forma livre com a chagasina
complexada a catepsina L mostrou que de forma geral a conformagao dos loops ndo sofrem grandes
mudangas conformacionais devido a complexagdo, exceto para o L4 (Ljunggren et al., 2007).
Dados RMN também indicam alta mobilidade para o L4, sugerindo que sua flexibilidade ¢
importante para uma boa acomodacdo da chagasina a cisteino proteases (Salmon et al., 2006). As
simulagdes ¢cMD indicam que, uma vez que o complexo WT-catepsina L ¢ formado, L3 e L6
apresentam alguma flexibilidade, enquanto L2 e L4 apresentam baixos valores de RMSD.
Comparado com o WT, o complexo W93A exibiu grande mudanga conformacional em todos os
loops, enquanto os mutantes da treonina, os quais aumentam a poténcia de inibi¢do contra a

catepsina L, resultaram complexos com flexibilidades similares (Figura 22).
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Figura 22 RMSD-2D das trajetérias combinadas da catepsina L. (A) Estrutura do complexo chagasina-
cruzaina, obtido por modelagem comparativa, destacando a localiza¢ao dos loops da chagasina L2, L3, L4
e L6 em relac@o ao sitio ativo da catepsina L (representado em superficie). A regido do sitio ativo esta
destacada em amarelo e os residuos cataliticos em vermelho. Graficos do RMSD-2D para os loops L2 (B),
L3 (C), L4 (D) e L6 (E) dos complexos WT e mutantes, obtidos das simulagdes 1 us de MD para cada
sistema.
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5.6.4 Impacto das mudancas conformacionais nos loops L2, L4 e L6 da chagasina na
interacdo com cisteino proteases

Considerando a alta flexibilidade observada para alguns loops nas simula¢des com o mutante
da chagasina W93A, analisamos o impacto dessas mudangas conformacionais nas interagdes
intermoleculares com a cruzaina e catepsina L. Assim, foram realizadas analises de agrupamento
hierarquico baseado nos residuos dos loops L2, L4 e L6 da chagasina WT e W93 A em complexo
com cisteino proteases e comparagdo das estruturas representativas dos grupos mais populosos.

O loop L2 adota conformagdes similares nos complexos da chagasina WT com a cruzaina e
catepsina L, enquanto a mutacdo W93 A induziu grandes mudangas conformacionais neste loop no
complexo da catepsina L. Consequentemente, a frequéncia das interagdes entre o residuo da
chagasina Thr31 com os residuos da catepsina L Trp189 e GIn19 ¢ reduzida, quando comparada
com o complexo WT-catepsina L (de 91% e 51% para 38% e 14%, respectivamente) (Figura 23).
Para o loop L4 nos complexos com a cruzaina, observamos que a estrutura representativa do grupo
mais populoso para o W93A, cuja populacio corresponde a 77% da simulacdo, tem conformacao
similar a0 WT (populacao de 99%). Em comparacdo, no complexo com catepsina L, esta mutacao
resultou em uma conformagdo (populagdo de 64%) diferente da observada no complexo WT
(populagao de 99%), e uma diminui¢do de 92% para 64% da frequéncia da interacdo Gly66-
Aspl62 (Figura 24). Tanto para L2 quanto para L4, observamos que a mutagdo W93 A teve maior
impacto nas interacdes com a catepsina L que com a cruzaina.

Ja o loop L6 adota conformagdes similares para ambos os complexos WT da cruzaina e
catepsina L, mas a mutagdo W93 A provocou mudangas estruturais neste loop, especialmente no
complexo W93 A-catepsina L (Figura 25A, B). No grupo mais populoso observado na simulagdo
WO3A-cruzaina, que representa 85,1% da simulagdo, o loop L6 € menos exposto ao solvente,
exibindo valores de SASA mais baixos que no complexo WT (Figura 26C). Adicionalmente, a
introdu¢do da mutacdo W93 A aumentou o niimero de intera¢des polares com a cruzaina, ja que
a interagdo principal observada no complexo WT ¢ mantida, e outras interagdes sdo observadas
(Figura 25C, E). A interacdo mais frequente observada foi uma ponte salina entre os residuos
Arg91 do mutante W93 A e Aspl8 da cruzaina, observada durante aproximadamente 95% da
simulacdo. Além disso, foram observadas trés ligagdes de hidrogénio com uma frequéncia acima
de 10%, envolvendo os seguintes pares de residuos W93 A-cruzaina: Asp99 e GIn21, His98 e

Glu9s, Ala93 (W93A) e GIn187.
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Figura 23 Efeito da mutacdo W93A na conformacio e interacoes entre L2 e cruzaina e catepsina L.
(A) Sobreposicdo das estruturas representativas dos grupos mais populosos do L2 da chagasina WT dos
complexos com a cruzaina (magenta) e catepsina L (ciano). A chagasina e as enzimas estdo coloridas em
cores escuras e claras, respectivamente. (B) Sobreposicao das estruturas representativas dos grupos mais
populosos do L2 da chagasina W93 A em complexo com cruzaina (azul) e catepsina L (verde). A chagasina
¢ as enzimas estdo coloridas em cores escuras e claras, respectivamente. Principais interagdes polares
envolvendo residuos do L2 com residuos da cruzaina (C) e catepsina L (D). Os residuos da chagasina,
cruzaina e catepsina L estdo respectivamente rotulados em preto, azul escuro e verde escuro. Frequéncias
das interagdes polares observadas entre os residuos do L2 do mutante W93A dos complexos da cruzaina
(E) e da catepsina L (F), durantes simula¢des cMD de 1 ps cada.
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Figura 24 Efeito da mutacdo W93A na conformacio e interacoes entre 1.4 e cruzaina e catepsina L.
(A) Sobreposicdo das estruturas representativas dos grupos mais populosos do L4 da chagasina WT dos
complexos com a cruzaina (magenta) e catepsina L (ciano). A chagasina e as enzimas estdo coloridas em
cores escuras e claras, respectivamente. (B) Sobreposicao das estruturas representativas dos grupos mais
populosos do L da chagasina W93 A em complexo com cruzaina (azul) e catepsina L (verde). A chagasina
e as enzimas estdo coloridas em cores escuras e claras, respectivamente. Principais interagdes polares
envolvendo residuos do L4 com residuos da cruzaina (C) e catepsina L (D). Os residuos da chagasina,
cruzaina e catepsina L estdo respectivamente rotulados em preto, azul escuro e verde escuro. Frequéncias
das interagdes polares observadas entre os residuos do L4 do mutante W93 A dos complexos da cruzaina
(E) e da catepsina L (F), durantes simula¢des cMD de 1 ps cada.
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Figura 25 Efeito da mutacdo W93A na conformacio e interagoes entre L6 e cruzaina e catepsina L.
(A) Sobreposicao das estruturas representativas dos grupos mais populosos do L6 da chagasina WT dos
complexos com a cruzaina (magenta) e catepsina L (ciano). A chagasina e as enzimas estdo coloridas em
cores escuras ¢ claras, respectivamente. (B) Sobreposi¢do das estruturas representativas dos grupos mais
populosos do L da chagasina W93 A em complexo com cruzaina (azul) e catepsina L (verde). A chagasina
e as enzimas estdo coloridas em cores escuras e claras, respectivamente. Principais interagdes polares
envolvendo residuos do L6 com residuos da cruzaina (C) e catepsina L (D). Os residuos da chagasina,
cruzaina e catepsina L estdo respectivamente rotulados em preto, azul escuro e verde escuro. O residuo
mutado Ala93 esta rotulado em vermelho. Frequéncias das interagdes polares observadas entre os residuos
do L6 do mutante W93 A dos complexos da cruzaina (E) e da catepsina L (F), durantes simulagdoes cMD de
1 us cada.
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Por outro lado, o aumento da flexibilidade observado para o complexo W93 A-catepsina L
¢ refletido no grande numero de grupos (13 no total) obtidos em comparagdo com o complexo
WO93A-cruzaina (2 no total) (Figura 26A, B). Entre os trés grupos mais visitados durante a
simulacado (representando 32,4%, 27,4% e 17,6% do tempo), enquanto o a estrutura representativa
do grupo mais populoso possui uma conformagao do L6 que ¢ similar ao WT, as estruturas
representativas do segundo e terceiro grupos (correspondendo a 44,6% da simulacdo) apresentam

conformagdes do L6 que sdo diferentes do WT (Figura 26B).
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Figura 26 Analise de agrupamento baseado nos residuos do loop L6 do mutante W93A em complexo
com a cruzaina e catepsina L. (A) Estruturas representativas dos grupos mais populosos do complexo
WO93A-cruzaina em azul e verde, comparadas com estrutura representativa do grupo mais populoso do
complexo WT-cruzaina, em vermelho. Perfis obtidos usando um cutoff de 4,0 e 5,0 A. (B) Estruturas
representativas dos grupos mais populosos do complexo W93A-catepsina L, coloridas em azul, verde e
ciano, comparadas com estrutura representativa do grupo mais populoso do complexo WT-catepsina L, em
vermelho. Grafico suavizado de SASA, usando o método GAM (Generalized Additive Model) (Wood,
2017), e considerando a média movel dos valores no tempo de simulacdo, para o loop 6 do mutante W93A
em complexo com a (C) cruzaina e (D) catepsina L, comparados com os respectivos complexos WT.

Além disso, no complexo W93 A-catepsina L podemos observar um aumento significativo
da exposicdo do loop L6 ao solvente entre aproximadamente 125 e 750 ns de simulagdo em

comparacao com o WT (Figura 27D). Consequentemente, o nimero e a frequéncia das ligagdes de
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hidrogénio formadas no mutante W93 A foram significantemente inferiores ao WT, exibindo uma
frequéncia inferior a 10% durante a simulagao. Portanto, a mutacdo W93 A teve um efeito drastico
nas ligagdes de hidrogénio envolvendo residuos do loop L6 e os residuos da catepsina L. Quando
comparado com o complexo da cruzaina, o numero de ligagdes de hidrogénio observadas para o
complexo W93A-catepsina L foi muito inferior (Figura 27E, F). Adicionalmente, nao foi
identificado nenhuma ponte salina, dado que o residuo estruturalmente alinhado com a cruzaina
Aspl8 ¢ Asnl8 na catepsina L. Trabalhos anteriores levantaram a hipotese que esta diferenga no
sitio ativo das enzimas estaria relacionada com a seletividade do mutante W93 A para a cruzaina
(dos Reis et al., 2008).

Em concordincia com esta hipotese, os resultados aqui apresentados sugerem que a
interagdo entre o loop L6 da chagasina e cruzaina ¢ favorecido por uma ponte salina muito estavel
entre Arg91 e Asp18, e mesmo na auséncia do W93 o loop L6 permanece na interface de interagao
com a protease. Contudo, no caso da catepsina L, as interagdes entre Asnl8 e o residuos Arg91 da
chagasina s3o menos estdveis. Portanto, quando o residuo W93 ¢ substituido por uma alanina, a
interagdo com o loop L6 ¢ desestabilizada, e este loop move-se para longe do sitio ativo da
catepsina L, sugerindo uma reducdo da afinidade de ligagdo quando comparado com a chagasina
WT.

Andlises dos grupos mais populosos do complexo W93 A-catepsina L indicam que a perda
de interagdes envolvendo residuos dos loops L2 e L6 da chagasina W93A seriam uma
consequéncia de uma grande mudanca conformacional. No inicio da simulagdo, o complexo
W93 A-catepsina L adota uma conformagao similar a observada para o complexo cristalografico
WT-catepsina L (Figura 27A, B). Por volta de 150 ns as proteinas se desassociam parcialmente,
retornando a sua posicao inicial apos 800 ns (Figura 27A). Durante este processo de dissociagao
parcial, os loops L2 e L6 perdem muitos contatos com a catepsina L, e apenas o loop L4 permanece

em um contato préoximo com a protease (Figura 27B).
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Figura 27 Dissociacao parcial do complexo W93A-catepsina L. (A) Grafico de dispersdo e (B) estruturas
representativas obtidas do agrupamento do complexo W93 A-catepsina L. Estas estruturas representam os
grupos mais populosos, com frequéncias de 51% (amarelo) e 35% (azul) durante a simulagdo, foram
sobrepostas a estrutura cristalografica do complexo WT-catepsina L (Coédigo PDB 2NQD), colorida em
laranja.

5.7. Efeito de mutacoes na variacao de energia de ligacao de ligaciao

Com o objetivo de recapitular quantitativamente as diferencas de afinidade entre mutantes
de chagasina e proteases, utilizamos o método MM/GBSA para predicdes da variagdo de energia
livre de ligagdao da chagasina WT e seus variantes W93 A, T31A, T31A/T32A, T31V, T31S, T31Y,
T32A, T32S, T32Y e T32V complexados a cruzaina e catepsina L (Tabela 10). Foram realizadas
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simulacdes de 1 ps para cada complexo, salvando as coordenadas em intervalos igualmente
espacados de 250 frames, gerando um total de 200 frames (a partir de um conjunto inicial de

50.000) para serem utilizados como entrada para os célculos da energia livre de ligagdo.

Tabela 10 Comparacao entre valores de energia livre de ligacdo de mutantes de chagasina com a cruzaina

e catepsina L, obtidos experimentalmente ¢ por MM/GBSA.

. Cruzaina Catepsina L
Variante de
Chagasina K;: (pM) AGexperimenta™® | AGwmwcesa® | Ki(pM) | AGexperimenta™® | AGmwcasa”
WT 7,6 £0,67 -15,25+0,05 -86,27+0,36 | 7,3 +£1,2 -15,28+0,09 -73,58+0,57
WO3A 31+3,5 -14,41+0,01 -86,88+0,50 | 825+ 79 -12,46+0,06 -56,72+0,63
T31A 317 +£26 -13,03+0,05 -84,75+0,48 | 3,9+0,7 -15,65+0,01 -74,10+0,55
T31A/T32A | 1065+ 116 -12,31+0,06 -82,55+0,38 1,8+04 -16,11+0,01 -65,11+£0,56
T31V 70 £4,3 -13,93+0,04 -82,52+0,38 | 9,7+ 1,1 -15,11+0,07 -70,32+0,55
T31S 11+0,6 -15,03+0,03 -88,09+0,42 | 4,9 +£0,6 -15,51+0,07 -83,94+0,58
T31Y 747 £ 44 -12,52+0,04 -91,33+0,46 | 6,8 +0,9 -15,32+0,08 -43,86+0,63
T32A 16 £1,1 -14,81+0,04 -84,61+0,42 14 +1,8 -14,89+0,07 -70,76+0,77
T32S 20£1,9 -14,68+0,06 -96,72+0,54 32+22 -14,40+0,04 -71,36+0,61
T32Y 16 +£0,7 -14,81+0,03 -90,71+0,58 | 2,7+0,2 -15,87+0,04 -70,16+0,63
T32V 193+ 13 -13,33+0,04 -82,49+0,54 20+0,8 -14,68+0,02 -73,11+0,54

0s valores de K obtidos experimentalmente (dos Reis et al., 2008) foram convertidos em AG,
usando a formula AG=KTIn(K;). Sdo apresentados a média e erro padrdo de cada valor de AG."Todos os
valores de AG apresentados estdo em kcal/mol.

Experimentalmente, todas as mutagdes nos residuos da chagasina W93, T31 e T32
diminuiram a afinidade para a cruzaina (redu¢do de ~1—140 vezes no valor de K;), especialmente
as mutagdes T31A, T31V, T31Y, T32V e T31A/T32A (diminui¢do de aproximadamente 10—140
vezes na poténcia), sendo a mutagdo T31A/T32A de maior impacto na afinidade de ligacao
(diminuicdo de ~140 vezes). Enquanto para a catepsina L, apenas a mutacdo W93 A teve maior
impacto na afinidade, reducdo de aproximadamente 3,0 kcal/mol, correspondente a redugdo de
~110 vezes no valor de K;. (dos Reis et al., 2008) (Tabela 10).

Os resultados de MM/GBSA para os complexos da chagasina WT e mutantes com a
cruzaina sugerem que as mutacdes W93 A, T32A, T32S, T32Y, T31Y e T31S favoreceriam a
ligagdo com a cruzaina em comparagd@o com o complexo WT, com valores de AAG variando de -
0,61 a -10,45 kcal/mol, sugerindo que a ligacdo desses mutantes ¢ mais forte que os demais
sistemas, o que nao ¢ coerente com os dados experimentais (dos Reis et al., 2008), visto que essas

mutacdes resultaram em valores AG menos favoraveis para a cruzaina de 0,84 a 2,73 kcal/mol.
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Nos complexos com a catepsina L, os resultados indicam que houve pior reprodutibilidade
dos dados experimentais para os mutantes T31A/T32A, T31Y e T32Y, onde observa-se incoeréncia
das energias de ligacdo preditas por MM/GBSA, indicando que estes mutantes teriam um efeito
desfavoravel para a inibicdo da catepsina L (Figura 28B). No caso do mutante T31Y, que
experimentalmente nao alterou a afinidade pela enzima, a predicao computacional foi de um AG
29,72 kcal/mol menos favoravel do que o da chagasina WT. Por outro lado, a mutagao W93 A teve
um grande impacto na inibi¢do da enzima, reducdo de aproximadamente 100 vezes na afinidade
(dos Reis et al., 2008), e isto foi reproduzido computacionalmente devido ao aumento desfavoravel
em aproximadamente 17 kcal/mol da variagao de energia livre de ligagao (Tabela 10).

Adicionalmente, a performance do método MM/GBSA em reproduzir os valores das
diferengas energia livre de ligacdo (AAG) observados experimentalmente foi avaliada utilizando o
coeficiente de correlacdo de Pearson (7). Para a cruzaina foi observada um coeficiente de 0,36,
indicando baixa correlagdo entre os valores de energia livre estimados por MM/GBSA e calculados
experimentalmente. Em relacdo a predicao do impacto qualitativo das mutagdes, dos 5 complexos
de maior impacto na afinidade para a cruzaina (T31A, T31V, T31Y, T32V e T31A/T32A), 4
tiveram a predi¢do correta da afinidade de ligacao (T31A, T31V, T32V e T31A/T32A). Para a
catepsina L, a correlacdo foi ainda pior, com um coeficiente de correlacdo de 0,28 (Figura 28).
Contudo, apesar do baixo valor de correlagdo, o tnico caso (W93A) com diferenca de afinidade
superior a 10 vezes foi predito corretamente pelo MM/GBSA.

O método MM/GBSA tem sido muitas vezes utilizado no ranqueamento de afinidades de
ligacdo de complexos proteina-proteina/ peptideo, apresentando boa correlacdo entre os valores de
energia livre de ligagdo preditos com valores experimentais de rp = 0,735, para peptideo-proteina
(Weng et al., 2019), rp = —0,647 e r, = —0,405 para complexos de proteinas (Chen et al., 2016;
Wang et al., 2019). Contudo, para os sistemas aqui estudados, os resultados de MM/GBSA néo

foram bem correlacionados com o experimental (r, = 0,36 e rp = 0,28).
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Figura 28 Correlagdo entre as diferencas de variacio de energia livre de ligacao obtidos por
MM/GBSA e experimentalmente. (A) Correlagdo calculada para os valores de AAG experimentais e
preditos por MM/GBSA para as variantes da chagasina com a (A) cruzaina e (B) catepsina L. AAG ¢ a
variacdo entre os valores de AG do mutante e do WT, isto é, AAG=AGmutante — AGwr. Coeficiente de
correlagdo de Pearson (r}) esta representado em negrito.
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Em conjunto, nem todos os valores de energia de ligagao obtidos computacionalmente, por
MM/GBSA, refletem os dados experimentais, especialmente para os casos em que ndo ha uma
diferenga significativa entre os valores de K;. Uma possivel explicagdo para essa observagao seria
que, o método ndo consegue reproduzir pequenas diferengas de energia observados
experimentalmente na escala de tempo de simulagdes de dindmica molecular convencional
(Gohlke & Case, 2004).

Além disso, a escolha do método de solvatacdo continua (ou implicita) tem um impacto
significativo nas energias apolares, diferindo de aproximadamente 200 kJ/mol, e portanto,
afetando a energia livre de ligagdo absoluta (Genheden et al., 2011). Outro problema recorrente do
modelo de solvatagdo continua, e observado em nossos resultados, € que este apresenta as energias
absolutas de ligacdo com valores muito negativos (Genheden & Ryde, 2010; Gohlke et al., 2003).
Por fim, o campo de forgas escolhido para realizagdo de simulagdes de proteinas, ff14SB, pode
ndo ter sido a melhor op¢do para predicdo da afinidade de ligacdo dos complexos proteicos
estudados, pois as predicdes por MM/GBSA e MM/PBSA sdo influenciadas pelo campo de forgas
(Chen et al., 2016; Xu et al., 2013).
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6. CONCLUSOES

Inicialmente, foram realizados estudos retrospectivos de docking com a finalidade de
avaliar a performance de programas de docking em predizer o modo de interagdo de inibidores da
familia da chagasina, cistatina e falstatina com cisteino proteases. Dentre os quatro programas
avaliados, o GRAMM-X foi o que obteve melhor performance tanto na amostragem do modo
nativo de interacdo entre duas proteinas, quanto na classificacdo deste no topo das predigdes.
Apesar do GRAMM-X ter apresentado uma boa performance nos estudos retrospectivos, este
programa falhou na predi¢do dos modos de interag¢@o entre o mutante T31Y com a cruzaina e nem
todos os modelos gerados foram de alta qualidade, especialmente para a catepsina L. Portanto, a
obtencdo dos complexos dos mutantes da chagasina com a cruzaina e catepsina L foi realizada
usando a modelagem comparativa, e todos os modelos gerados por esse método foram de alta
qualidade, segundo avaliacdo pelo DockQ.

Foi utilizada a técnica de simulagcdo de dindmica molecular acelerada para investigar se o
mecanismo de selecao conformacional era importante para determinar a seletividade de inibi¢ao
da cruzaina e catepsina L por diferentes mutantes da chagasina. As analises das populacdes das
estruturas na conformagdo semelhante a chagasina WT mostraram que, para a cruzaina, ndo foi
observado uma drastica diminui¢do da populag@o de estruturas nos mutantes T31A e T31A/T32A
na conformacao ideal para a ligagdo em comparagao com a chagasina WT complexada a cruzaina.
Para o loop 2 da chagasina nos complexos com a catepsina L, observamos no mutante W93 A uma
diminui¢do da populacdo das estruturas na conformacao ideal para a ligagdao, o que estaria de
acordo com dados experimentais, visto que essa mutagao resultou em uma diminuic¢ao na poténcia
de inibigdo para catepsina L. Assim, ndo foram obtidos resultados consistentes para explicar a
diferenca de afinidade entre mutantes de chagasina e as cisteino proteases a partir da teoria de
selecao conformacional.

Como alternativa para entender por que mutagdes em especificos residuos da chagasina
apresentaram seletividade de inibi¢do para cruzaina ou catepsina L, neste trabalho foram ainda
realizadas simulagoes de dinamica molecular convencional. As analises ndo forneceram uma
explicagdo plausivel para a baixa poténcia de inibi¢do dos mutantes da chagasina T31A e
T31A/T32A para a cruzaina, pois estes complexos foram estaveis durante as simulacdes, sem

mudangas significativas na conformagdo dos loops envolvidos na interface e com similar
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interacdes intermoleculares em comparagdao com a chagasina WT.

Por outro lado, comparacao da dindmica dos loops da chagasina revelaram um aumento de
mudangas estruturais principalmente nos loops L2 e L6 do mutante W93 A, quando em complexo
com cisteino proteases. Para os complexos com a cruzaina, a mutacdo W93 A resultou em um novo
grupo de conformagdes do L6, o qual apresentou uma ponte salina estavel, aumento do numero
das ligagdes de hidrogénio e energia eletrostatica mais favoravel. Em contraste, para a simulacao
W93 A-catepsina L, como o complexo se desassocia parcialmente, as energias eletrostaticas e vdW
se tornam menos favoraveis que o observado para o complexo WT, sendo observadas poucas
interagdes polares envolvendo os loops da chagasina L2 e L6. Em conjunto, estes resultados
fornecem uma possivel base molecular para justificar a seletividade de inibi¢do do mutante da
chagasina W93A frente a cruzaina. Como perspectiva, seria interessante realizagdo das analises
para os demais mutantes da chagasina T31V, T31S, T31Y, T32A, T32S, T32Y e T32V, para
verificar consisténcia dos resultados, mesmo nos casos em que ndo ha um impacto significativo na
afinidade.

Adicionalmente foram realizados estudos sobre o impacto das mutagdes W93 A, T31A,
T31A/T32A, T31V, T31S, T31Y, T32A, T32S, T32Y e T32V na variacdo de energia livre de
ligacdo das cisteino proteases cruzaina e catepsina L. Embora o método MM/GBSA tenha
conseguido reproduzir algumas tendéncias observadas experimentalmente, para varios sistemas,
este apresentou varias incoeréncias nos resultados e baixa correlagdo com os dados experimentais.
Assim, apesar deste método ndo ser custoso computacionalmente, ele possui limitagdes quanto a
precisdo dos resultados, ndo tendo sido, portanto uma boa escolha para classificar mutantes de

chagasina quanto a sua afinidade pelas cisteino proteases cruzaina e catepsina L.
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7. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos, esse trabalho abre perspectivas para as seguintes analises,

com o objetivo de melhorar a predi¢do de valores de variagdo de energia livre de ligacdo entre

mutantes de chagasina e cisteino-proteases:

V.

Para ambas simulag6es de dinamica molecular convencional e acelerada, execugao
de réplicas, para avaliar a reprodutibilidade e robustez dos resultados obtidos das
simulacdes.

Aplicacdo da metodologia (da cMD) aqui apresentada para estudo da seletividade
de inibicdo da cruzaina e catepsina L por chagasina, para as demais muta¢des ndo
exploradas, bem como para outras classes de proteases.

Para a predicdo da variacdo de energia livre de ligacdo de complexos proteicos,
possiveis solucBes para aumentar a confiabilidade dos resultados de MM/GBSA
seriam: a execucao de varias simulacdes curtas (com diferentes velocidades iniciais
e independentes) ao invés de uma Unica simulacdo longa; usar estruturas
minimizadas com solvente implicito nos calculos de MMGBSA (Chen et al., 2016).
Por fim, testar os calculos com diferentes parametros, como por exemplo, usar o
modelo GB9B¢! (Onufriev et al., 2000).

Realizacdo de predicdes de AAG de ligacdo para complexos de mutantes de
chagasina com cruzaina e catepsina L utilizando metodologias computacionais

mais precisas, como integracéo termodinadmica e FEP (Free Energy Perturbation).
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ANEXO 1 — Tabelas avaliacao da qualidade dos modelos mutantes

Tabela 1 Avaliagdo da qualidade de modelos mutantes da chagasina gerados pelo MODELLER. Avaliacao

apenas para os melhores modelos.

% de residuos em cada regido do Ramachandran

Modelo DOPE score Mais favoravel | Permitida Gegigﬁfﬁ?&?m Proibida Prosa
WT (PDB id: 2H7W) — 92,1 7,9 0 0 -5,96
WI3A -1.0327,17 96,7 3,3 0] 0 -6,16
T31A -1.0506,61 96,7 3,3 0 0 -6,03
T31A/T32A -1.0413,95 97,8 2,2 0 0 -6,09
T31S -1.0545,77 97,8 2,2 0 0 -5,94
T31V -1.0516,91 97,8 2,2 0 0 -5,85
T31lY -1.0582,33 96,7 3,3 0 0 -5,9
T32A -1.0614,25 96,7 33 0 0 -6,02
T32S -1.0550,77 96,7 3,3 0 0 -5,86
T32V -1.0524,24 96,7 3,3 0 0 -5,65
T32Y -1.0620,66 96,7 3,3 0 0 -5,84
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ANEXO 2 — Graficos de Ramachandran

T31A/T32A

FOE IR T ]

s 3 - o 5 0 -5 B
Phi {degrees) Phi (degrees) Phi (degrees)

Figura 1 Graficos de Ramachandran do template WT (PDB id: 2H7W) e mutantes da chagasina. Figuras
geradas pelo programa Procheck (Laskowski et al., 1993).
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ANEXO 3 — Figuras ProSA

n b n
ot ray 1] R
=y =y i -
s 5 s 5
[ o o o
§ = g s i -5 -
& N ~ i
-10 -10 -10 g i
1! - o | 1 10 i
1 1 L}
1 13 s 15
-0 =20
H F & @0 Fra— 7 ) o 0 w0 e 3 F Gl @ F T 3 = = o Cra——
umber of resicues Humber of residues. Number of residuss Mumber of residues.
n 0
0
= ey oy ] =
— 1 - - ‘ -
s s B I
o 0 o o
§ i s o H
H 5 § & L
10 | 10 1 -1 1 )
. s "
] Ll L)
B Y E s
-20 -2
L] 00 a0 200 1000 0 200 a0 L] w00 0 o w0 00 o) 00 100 o 0 20 400 @0 10
Number ot resicues Mumber f rsiduss Nombar of residues e o ritins

Kray

y Kray
- L C L
H ® 5
o o 0
o t v
-5
E t g
i . : S 3
0 1 f w° 1 W ! 0
. .
N 1
EY = 15
= -0
T L m w e L S NS
Mumber of rsiduss Mombar of residucs

Figura 2 Avaliacdo da qualidade global da estrutura molde WT (PDB id: 2H7W) e dos mutantes obtidos
pelo servidor ProSA (Wiederstein & Sippl, 2007). Em preto, sdo representados os Z-scores referentes as
estruturas molde e modeladas.
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ANEXO 4 — Alinhamento da cruzaina com catepsina L

>P1;query_complex

sequence:query _complex:1: :325:::::
SHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPD
SKLLGAGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPWTGPSHDSERFTVYLKAN

/
-APAAVDWRARGAVTAVKDQGQCGSCWAFSAIGNVECQWFLAGHPLTNLSEQMLVSCD--
KTDSGCSGGLMNNAFEWIVQENNGAVYTEDSYPYASGEGISPPCTTSGHTVGATITGHVE
LPQDEAQIAAWLAVNGPVAVAVDA--SSWMTYTGGVM--TSCVSEQLDHGVLLVGY----
NDSAAVPYWIKNSWTTQWGEEGYIRIAKG-SNQCLVKEEASSAVV

*

>P1;2nqd

structureX:2nqd:1: A:221:B: : : :
SHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTKESPNESMFTVENKYFPPD
SKLLGAGGTEHFHVTVKAAGTHAVNLTYMRPWTGPSHDSERFTVYLKAN

/

EAPRSVDWREKGY VTPVKNQGQCGSAWAFSATGALEGQMFRKTGRLISLSEQNLVDCSGP
QGNEGCNGGLMDYAFQY V--QDNGGLDSEESYPY---EATEESCKYNPKYSVANDTGFVD
IPKQEKALMKAVATVGPISVAIDAGHESFLFYKEGIYFEPDCSSEDMDHGVLVVGYGFES
TESDNNKYWLVKNSWGEEWGMGGYVKMAKDRRNHCGIASAASYPTV

*

Figura 3 Alinhamento da cruzaina com a catepsina L do complexo cristalografico chagasina-catepsina L
para obtencao do complexo chagasina-cruzaina por modelagem comparativa. P1_query complex refere-se
aos residuos da chagasina selvagem e cruzaina. P1;2nqd aos residuos da chagasina selvagem e
catepsina L do complexo cristalografico 2NQD usado como template para obtengdo do complexo
chagasina-cruzaina.
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Abstract

Chagasin, an endogenous cysteine protease inhibitor from 7rypanosoma cruzi, can control the
activity of the parasitic cruzain and its homologous human cathepsin L. While chagasin inhibits
both enzymes with similar potency, mutations have different effects on binding to these enzymes.
Mutants T31A and T31A/T32A bind well to cathepsin L, but their affinity for cruzain drops ~40
to 140—fold. On the other hand, the mutant W93 A binds well to cruzain, but it loses potency against
cathepsin L. Here, we employed molecular dynamics simulations to understand the selectivity in
inhibition of cruzain or cathepsin L by chagasin mutants W93A, T31A, and T31A/T32A. Our
results allowed profiling the nonbonded interactions in the interfaces of each mutant with these
cysteine proteases. Additionally, we observed differences in the binding conformation of the
chagasin loops L2 and L6 of the W93 A mutant, favoring interactions with cruzain and reducing
interactions with cathepsin L. These differences are associated with a partial dissociation of the
W93 A-cathepsin L complex, providing a likely cause for the selectivity of the mutant W93A
towards cruzain.

Keywords: chagasin; cruzain; cathepsin L; protein-protein interactions; molecular dynamic

simulations
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INTRODUCTION

The protozoan parasite Trypanosoma cruzi is the etiological agent of the human infection Chagas’
disease. T. cruzi expresses the cysteine protease cruzain, which is crucial for the survival and
development of the parasite within mammalian host cells (Doyle et al., 2011; Engel, Doyle, Hsieh,
et al., 1998; Engel, Doyle, Palmer, et al., 1998). Therefore, this enzyme constitutes a valid target
for the development of trypanocidal drugs (reviewed in (Cazzulo et al., 2001; da Silva et al., 2016),
and several classes of cruzain inhibitors have been developed in the last decades (reviewed in
(Rocha et al., 2018)). In the development of drugs for parasitic infections, a general concern is to
avoid inhibition of similar enzymes from the host. Humans express several cysteine cathepsins,
among which cathepsin L exhibits high sequence identity to cruzain (43% identity in the catalytic
domain). Because of the structural similarity between the active sites of these enzymes, the
development of highly selective inhibitors for the parasitic protease remains a challenge.

During the parasite life cycle, cruzain is regulated by chagasin, an endogenous inhibitor of papain-
like cysteine protease (Santos et al., 2005). Chagasin has been co-crystallized with the cysteine
proteases papain, falcipain 2 and human cathepsins B and L, revealing a similar binding mode to
them (Ljunggren et al., 2007; Redzynia et al., 2008, 2009; Wang et al., 2007). It interacts with
proteases through loops L2 (residues N29-F34), L4 (residues P59-G68), and L6 (residues R91—
S100) (Ljunggren et al., 2007). The L2 loop binds to the protease active site, making hydrogen
bonds involving residues T31 and T32. L6 interacts with enzyme through hydrogen bonds,
hydrophobic contacts, and & interactions, involving residues R91, P92, and W93, respectively. The
interactions at L4 are composed by the formation of an antiparallel B-sheet of chagasin residues
L65, G66, and A67 with residues of the protease (Redzynia et al., 2009). Also, cathepsin L can

make an additional salt bridge with chagasin though the enzyme residue E141 with the residue
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K43 located in the L3 loop.

Site-directed mutagenesis studies in chagasin residues have been performed to elucidate the
functional role of evolutionarily conserved residues to the inhibition of cruzain and cathepsin L
(dos Reis et al., 2008). Among 15 chagasin mutants evaluated, some became more selective to one
of the proteases. The mutation T31A decreased in ~40—fold the binding affinity for cruzain, while
the mutant W93 A had an impact only for the inhibition of cathepsin L (~110—fold lower affinity).
On the other hand, while the double mutation T31A/T32A slightly increased the binding affinity
for cathepsin L (~4—fold), it significantly decreased the potency of inhibition for cruzain by ~140—
fold (dos Reis et al., 2008). These data suggest that the residues T31 and T32 are essential for
inhibition of cruzain, and W93 for inhibiting cathepsin L. These differences in the binding affinity
are intriguing due to the homology and high identity in the active site between cruzain and
cathepsin L.

While a simple comparison of the structure of these complexes cannot explain these results, an
analysis of protein dynamics might contribute to a better understanding of the differences on the
selectivity of chagasin variants towards cruzain and cathepsin L. Computational methods, such as
Molecular Dynamics simulations (MD), can provide insights about the structural dynamics of
biological systems, such as protein-protein interactions (Elcock et al., 2001; Pan et al., 2019; Zeng
et al., 1999). To date, there have been no computational studies exploring the conformational
dynamics of chagasin complexed to cysteine proteases. Therefore, we conducted MD simulations
of protein complexes to investigate the impact of mutations on residues W93, T31, and T32 of
chagasin on its interactions with cruzain and cathepsin L, as well as, the selectivity of inhibition

of cysteine proteases by chagasin mutants.
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METHODS

Comparative modeling. The 110 amino acid residue sequence of wild-type chagasin from
Trypanosoma cruzi was retrieved from the UniProt database under the Uniprot code:
Aj299433(Bateman, 2019). Models for chagasin mutants were built with the program
MODELLER 9.21 (Sali & Blundell, 1993), employing as a template the structure of free chagasin
(chain A from the crystallographic structure PDB 2NNR) (Ljunggren et al., 2007). Models of the
wild-type (WT) and mutants in complex with cruzain (PDB 3106) (Mott et al., 2010) and cathepsin
L (PDB 2NQD) (Ljunggren et al., 2007) were generated through MODELLER 9.21 using the
crystallographic structure of the complex chagasin-cathepsin L (PDB 2NQD) (Ljunggren et al.,
2007) as a template (for more information see Supplementary material).

Modeled structures were validated based on Ramachandran plots provided by the RAMPAGE tool

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php) (Lovell et al., 2003) and ProSA-webserver
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) (Protein Structure Analysis) (Wiederstein &
Sippl, 2007). The quality of the protein complexes was evaluated by using the DockQ software
(Basu & Wallner, 2016). DockQ score combines the measures Fna, LRMS, and iRMS by the mean
of these values and the scaling parameters d; and d», thus providing scores in the range [0,1],
varying from low to high-quality models. The DockQ scores are obtained according to the equation

(Basu & Wallner, 2016):

1 1
Fnat + 2 . 2
o () (5
DockQ(F,q, LRMS, iRMS, dy, dy) = z

(1
To calculate the measures Fra, LRMS, and iIRMS, as defined by CAPRI (Lensink et al., 2007), the

interface residues between receptor and ligand is defined as any pair of heavy atoms within 5.0 A


http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php
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of each other. The parameter Fna represents the fraction of the native interfacial contacts present
in the target structure that is observed in the modeled complex. LRMS represents the Root Mean
Square deviation calculated for backbone atoms of the ligand after the superposition of the receptor
in the target and model. iRMS is the RMSD of backbone atoms of the interfacial residues obtained
after their optimal superposition (Lensink et al., 2007).

System Preparation. The crystal structure of chagasin (PDB 2NNR) (Ljunggren et al., 2007), and
the models for chagasin mutants and complexes were submitted to the H++ webserver (Gordon et
al., 2005) for prediction of the protonation states of all residues. For chagasin WT and mutants
WOI3A, T31A, and T31A/T32A complexed with cruzain and cathepsin L, we used a pH value of
6.5 (dos Reis et al., 2008).

Molecular Dynamic Simulations. All MD simulations were performed using the AMBER 18
package (D A Case et al., 2018) with the FF14SB force-field (Maier et al., 2015). We used the tleap
module to generate the topologies and coordinate files for running the simulations. The systems
were soaked in a cubic box, where the TIP3P model (Jorgensen et al., 1983) was used to represent
the water molecules, with a minimum distance of 12.0 A between the protein atoms and the wall.
Tons Na” were added to neutralize the system.

Then, we performed a twenty-stage equilibration protocol described in (Wallnoefer et al., 2010).
The energy minimization occurred with positional restraints weight from 1000 to 0.5
kcal-mol !-A™? force constant, during 500 steps of steepest descent algorithm followed by 500
steps of conjugate gradient method.

The equilibration phase occurred in five stages, three of them performed in an NVT simulation
with restraints on protein movement using a time-step of 0.001 ps, with system heated to a

temperature of 300 K using the Langevin thermostat (Pastor et al., 1988). Then the NPT
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simulations were performed, keeping the temperature at 300 K, under constant pressure periodic
boundary, applying isotropic position scaling, and a time step of 0.002 ps. After minimization and
equilibration, 1 us long MD simulations were performed on GPU clusters for each system, using
NPT conditions, with a time-step of 0.002 ps and a constant temperature of 300 K generating
50,000 frames. A total of 5,000 frames (equally spaced every 10" frame) of each trajectory were
saved for analysis.

Trajectory analysis. The analysis was performed by using the CPPTRAJ module (Roe &
Cheatham, 2013) from AmberTools 19 (D A Case et al., 2018),, and figures were obtained by using
in-house Python scripts, Bio3D R package (Grant et al., 2006) or Pymol (DeLano, 2002). The two-
dimensional Root-Mean-Square Deviation (2D-RMSD) were calculated for the two combined MD
trajectories of the chagasin WT, and its mutants W93A, T31A, and T31A/T32A complexed to
cruzain and cathepsin L. Structures from combined trajectories were saved every 5™ frame, totaling
to 4,000 structures, then 2D-RMSD matrix was generated using CPPTRAIJ. The fluctuation of
residues from cysteine proteases, chagasin, and its mutants over simulation time was accessed by
calculation of the Root-Mean-Square Fluctuation (RMSF).

The protein-protein contacts were determined by searching for all residue contacts between
chagasin and mutants with cysteine proteases within a distance cutoff value of 4 A and using the
initial protein structure of the simulation as reference. To estimate the hydrophobic interactions
involving residues of the protein complexes, the Solvent-Accessible Surface Area (SASA) was
calculated by the CPPTRAJ module. The non-bonded van der Waals (vdW) and electrostatic
energies of the chagasin WT and mutants interacting with cruzain and cathepsin L were obtained
by using the linear interaction energy approach as implemented in CPPTRAJ. The hydrogen bonds

observed in the interaction interface of the chagasin WT and mutants W93A, T31A, and
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T31A/T32A complexed to cruzain and cathepsin L were searched by applying a distance cutoff
value for hydrogen bonds of 3.5 A, and the angle was left as default (higher than 135°). The
clustering of the individual trajectories containing 5,000 frames each was performed with in-house

Python scripts using the average-linkage hierarchical clustering algorithm.

RESULTS AND DISCUSSION

Stability of the chagasin complexes with cysteine proteases

To investigate the stability of the complexes between each chagasin variant and the cysteine
proteases cruzain and cathepsin L, we first built the models of each complex, by comparative
modeling. Initially, we generated models for the chagasin mutants W93A, T31A, and T31A/T32A,
taking the chagasin WT structure as the template. The resulting models were validated based on
their Ramachandran plots (Figure S1) and energetic profile according to the ProSA-webserver
(Figure S2). Then, we generated models of chagasin WT and its mutants W93A, T31A, and
T31A/T32A interacting with cruzain and cathepsin L, taking the crystallographic structure of the
chagasin-cathepsin L complex (Ljunggren et al., 2007) as a template. We evaluated the quality of
all modeled complexes by using CAPRI and DockQ scores (Table S1, see Supplementary Material
for more information), and then all chagasin WT, W93A, T31A, and T31A/T32A complexes with
cruzain and cathepsin L were submitted to 1jus molecular dynamic simulations.

To assess the effect of the chagasin mutants W93A, T31A, and T31A/T32A on the stabilities of
their complexes with cysteine proteases, we calculated the 2D-RMSD of the backbone atoms for
the combined trajectories of chagasin and mutants complexed to cruzain (Figure 1) and cathepsin
L (Figure 2). Overall, complexes were stable throughout the simulations and behaved mostly as

rigid systems, with low RMSD values, except for the W93A-cathepsin L complex.
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In cruzain complexes, the mutants W93A and T31A showed low RMSD values in comparison to
WT, indicating that these complexes undergo little conformational changes and adopt similar
conformations to WT. For the T31A/T32A mutant, a cluster of structures adopts conformations
different from the other systems, suggesting that these mutations resulted in increased structural
changes on the complex (Figure 1A). A separate analysis of the 2D-RMSD for cruzain and
chagasin variants indicates higher flexibility for the T31A/T32A variant (Figure S3A, B). The rigid
behavior observed for cruzain is in accordance with previous MD simulations with small-molecule

ligands (Hoelz et al., 2016; Martins et al., 2018; Santos et al., 2019; Wilson et al., 2010).
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Figure 3 Effect of mutations on the cruzain-chagasin complexes stabilities. (A) 2D-RMSD of
the combined trajectories of chagasin WT and mutants W93A, T31A, and T31A/T32A in complex
with cruzain. RMSF for cruzain (B) and chagasin (C) residues throughout the simulation. Lines
referring to WT and mutant systems W93A, T31A, and T31A/T32A are colored in black, orange,
green, and magenta, respectively. These analyses were performed based on 1 pus molecular
dynamics simulations of each system.
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To identify which regions of the cruzain complexes were most affected by the mutations, we
calculated the RMSF of the individual systems (Figure 1B, C). This analysis revealed similar
profiles for WT chagasin and mutants W93 A, T31A, and T31A/T32A. For the T31A system, the
cruzain residues Lys58—Asp60, which are away (> 11 A) from the active site, showed a slight
increase in their fluctuation in comparison to WT (Figure 1B). More significant fluctuations were
also observed for chagasin residues Gly38—Phe49 (L3 loop, which is not at the protein-protein
interface) of the mutant T31A/T32A complex. These results suggest that higher flexibility
observed for this complex, according to the 2D-RMSD plot, is due to changes in L3 (Figure 1A).
For the complexes with cathepsin L, on the other hand, we found increased conformational
changes especially for the W93 A mutant, which showed the highest RMSD values compared to
WT (Figure 2A). Additional analysis of the 2D-RMSD indicates more significant conformational
changes for both isolated cathepsin L and chagasin from the W93 A complex (Figure S3C, D). The
RMSF plots showed a similar trend on residues mobility for chagasin WT and the T31A mutant
complexed with cathepsin L. In contrast, for the complex T31A/T32A, we observed a significant
increase in flexibility of cathepsin L residues Pro90—Ser97, which are located away (> 18 A) from
the catalytic site (Figure 2B, C). For the mutant W93A, more significant fluctuations were
observed for both cathepsin L and chagasin, indicating that the mutation W93A on the chagasin
L6 loop induced loss of stability of the complex. To understand the impact of these conformational
changes on intermolecular interactions, we turned to analyses of the protein-protein interfaces in

these complexes.
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Effect of chagasin mutations on interaction energies and interface contacts

To better characterize the interface of the complexes, we investigated the effect of mutations
WO3A, T31A, and T31A/T32A on the nonbonded interactions between chagasin with cysteine
proteases, by calculating the electrostatic and vdW energies of interaction, the protein-protein
contacts, intermolecular hydrogen bonds, and solvent accessible surface area (SASA) for all

complexes (Table 1).
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Table 1 Average values and standard deviations for each parameter analyzed in the MD simulations of the
chagasin and mutants in complex with cruzain and cathepsin L.

Protease Cvl;i%:Iiin Ki (pM)* (kcal;:.il:(t)l")b (kcalij.\;‘l\gl-‘)" Contacts® HBonds* S(gf)‘?
Cruzain WT 7.6+0.7 -123.1+£23.8 -110.3+5.2 889.0£56.2  7.2+1.2 12577.6+£239.7
WI3A 31+3.5 -180.5+43.6 -108.3+6.8 886.7+69.7  8.5£1.5 12552.0+251.8
T31A 317£26 -133.2429.7 -112.14£5.8 899.5+62.6  7.6+1.3 12457.4+234.8
T31A/T32A  1065+116 -188.5+40.4 -112.2+5.7 916.3+60.1  9.6+1.4 12781.2+268.6
Cathepsin WT 7.3£1.2 -164.6+44.1 -111.9+7.6 912.2479.7  7.2+1.7 13141.5+270.1
L WI3A 825+79 -92.7449.3 -67.9£15 537.8+128.1 4.6x1.9 14303.3+437.9
T31A 3.9+0.7 -147.4+£38.9 -99.845.7 805.1+69.9  6.5¢1.7 13668.2+294.9
T31A/T32A  1.840.4 -150.5+39.3 -99.745.6 788.7+65.7  5.9+1.6 13987.5+£297.7

@ Experimental values previously reported (dos Reis et al., 2008), ® values correspond to the linear
interaction energy calculated for each frame in the binding interface relative to electrostatic and vdW
interactions. °total number of contacts (distance < 4.0 A) between chagasin and mutants interacting with
cruzain or cathepsin L, Yaverage number of intermolecular hydrogen bonds (distance < 3.5 A, angle > 135°),
°Solvent-accessible surface area (SASA) of the complexes.

The most significant changes in nonbonded energies were observed for complexes involving the
chagasin mutant W93A. The electrostatic component was ~57 kcal.mol! more favorable in the
complex with cruzain and ~72 kcal.mol’! less favorable for the complex in cathepsin L, when
compared to the respective complexes to WT chagasin. We also observed a significant difference
between the WT and the double mutant, with electrostatic energy more favorable in the complex
of this mutant with cruzain (~65 kcal.mol™!) (Table 1, Figure 3A, B). On the other hand, for cruzain
complexes, the vdW energies were similar among chagasin mutants and WT, with variations within
~2 kecal.mol™! of the values calculated for the WT chagasin (Figure 3C). The vdW energies for
cathepsin L complexes were ~12 kcal.mol! less favorable for the threonine mutants, and much
worse for the mutant W93A (~44 kcal.mol!') compared to WT (Figure 3D). This result suggests
that the mutation W93A affected both electrostatic and vdW interactions with cathepsin L, thus
destabilizing the complex, which is consistent with the analysis from 2D-RMSD for this mutant

(Figure 2).

Analysis of the interactions over simulation time for the cruzain complexes showed similar number
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of contacts and SASA among all mutants in comparison to WT. Thus, indicating that residues
located in the protein-protein interface remained close and in contact throughout the simulations
with minimum changes in the accessibility of the protein to the solvent. The chagasin mutation
WO3 A slightly increased the number of intermolecular hydrogen bonds (Figure 3E, G, and I). Also,
we observed that the mutation T31A, which slightly reduces the affinity for cruzain, resulted in a
similar number of hydrogen bonds to WT. Surprisingly, we observed an increased number of
hydrogen bonds and electrostatic energy more favorable for the T31A/T32A mutant, in contrast

with the drastic impact of this mutation in binding potency to cruzain (Figure 3G).

When compared to the chagasin WT-cathepsin L complex, the threonine mutants T31A and
T31A/T32A complexed to cathepsin L displayed slightly less favorable electrostatic and vdW
energies and a modest reduction on the number of contacts and hydrogen bonds, while increasing
the SASA in comparison to WT (Figure 3B, D, F, H, and J). Since these mutations on the L2 loop
of chagasin only slightly increase potency against cathepsin L and the differences observed for
each variable are not drastic, it is difficult to discuss the agreement between experimental and
computational results. On the other hand, the mutation W93A resulted in less favorable
electrostatic and vdW energies, a lower number of contacts, and increased SASA. Since all of these
differences should have a negative impact in the interaction, these results agree with the

experimentally observed lower affinity of this mutant to cathepsin L.
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Figure 5 Nonbonded interaction energies and properties of the interfaces between chagasin
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cathepsin L (J). In all graphs, the smoothed values for each chagasin variant are represented by
black (WT), orange (W93A), green (T31A), and magenta (T31A/T32A) lines.

Effect of mutations on the flexibility of chagasin loops

Altogether, the analysis of nonbonded interactions revealed differences in the interface of the
complexes here studied, such as changes in electrostatic interaction values, the average number of
hydrogen bonds, and SASA. Considering the importance of chagasin loops in the interaction with
cysteine proteases, to better understand which conformational changes were related to these
general observations, we investigated the loop conformations sampled during the simulations. To
do so, we compared the pairwise RMSD of the backbone atoms of the chagasin L.2, L3, L4, and

L6 loops from the cruzain and cathepsin L complexes.

For cruzain, L2 and L4 loops adopt a stable conformation, while structural changes are observed
for L3 and L6 loops (Figure 4). In the L3 loop, significant conformational change was observed
after approximately 400 ns for the T31A/T32A simulation, leading to conformations different from
the other structures and maintained until the end of the simulation (Figure 4C). However, since the
L3 is not in the complex interface, we do not expect this change to impact inhibition. The L6 adopts
similar conformations in the simulations with WT and T31A complexes, but different from those
in WO93A and T31A/T32A (Figures 4E, S4). In the latter, L6 undergoes a structural change and
becomes less exposed to solvent in comparison to WT (Figures S4 and S5). Based on these results,
we were unable to relate the decreased potency of chagasin variants T31A and T31A/T32A for

cruzain to conformational changes in the interacting loops.
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chagasin loops L2 (B), L3 (C), L4 (D), and L6 (E) for WT and mutant systems, obtained from 1
ps molecular dynamics simulations of each system.

We also analyzed the flexibility of chagasin loops in complex to cathepsin L (Figure 5). A previous
study comparing free chagasin and chagasin complexed to cathepsin L has shown that the overall
conformation of the loops does not change upon binding, except for the L4 loop (Ljunggren et al.,
2007). Solution NMR data also indicated high mobility for L4, suggesting that its flexibility is
important for a suitable accommodation of chagasin to cysteine proteases (Salmon et al., 2006).
Our simulations indicate that, once the chagasin WT-cathepsin L complex is formed, L3 and L6
present some flexibility, while L2 and L4 loops showed the lowest RMSD fluctuations. Compared
with the WT, the complex W93A exhibited large conformational changes in all loops, while the
threonine mutations, which enhanced potency against cathepsin L, led to similar flexibility of the

complexes (Figure 5).
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plots for chagasin loops L2 (B), L3 (C), L4 (D), and L6 (E) for WT and mutant systems, obtained
from 1 ps molecular dynamics simulations of each system.

Conformational changes on L2, L4 and L6 chagasin loops impact their interaction profile
with cysteine proteases

Considering the high flexibility observed for some loops in the simulations with chagasin W93 A
mutant, we analyzed the impact of these conformational changes in the intermolecular interactions
with cruzain and cathepsin L. Thus, we conducted a hierarchical clustering analysis based on the
L2, L4 and L6 loops of the WT chagasin and W93 A mutant in complex with cysteine proteases

and compared their representative structures from the most populated clusters.

The L2 loop adopts similar conformations in the WT complexes of cruzain and cathepsin L, while
the mutation W93 A induces significant structural changes in this loop in the cathepsin L complex.
Consequently, the frequency of the interactions between chagasin residue Thr31 with cathepsin L
Trp189 and GIn19 is reduced, when compared to WT-cathepsin L (from 91% and 51% to 38% and
14%, respectively) (Figure S6). For the L4 loop, we observed similar conformations for the
representative structures of the most populated cluster for W93A, which corresponds to a
population of 77%, and WT (population of 99%) in cruzain simulations. In comparison, the
complex with cathepsin L this mutation resulted in a conformation (cluster population of 64%)
different from that observed in WT complex (population of 99%) and a decrease from 92% to 64%
on the frequency of the interaction Gly66-Asp162 (Figure S7). For both L2 and L4, we noticed

that the mutation W93 A had more impact in interactions with cathepsin L than to cruzain.
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Figure 8 Chagasin mutation W93A affects the conformation and interactions between
chagasin loop L6 and cysteine proteases cruzain and cathepsin L. (A) Superposition of the
representative structures of the most populated cluster of L6 of chagasin WT from cruzain
(magenta) and cathepsin L (cyan) complexes. Chagasin and enzymes are shown in dark and light
colors, respectively. (B) Superposition of the representative structures of the most populated
cluster of L6 of chagasin W93 A from cruzain (blue) and cathepsin L (green) complexes. Chagasin
and enzymes are shown in dark and light colors, respectively. Main polar interactions involving
chagasin W93 A L6 residues with cruzain (C) and cathepsin L (D) residues. Chagasin, cruzain, and
cathepsin L residues are labeled in black, dark blue, and dark green, respectively. The label of the
mutated residue Ala93 is colored in red. Frequency of polar interactions observed between residues
of the L6 loop of the W93A and cruzain (E) and cathepsin L (F) residues, during a 1 us MD
simulation.
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The L6 loop adopts similar conformations for both WT cruzain and cathepsin L complexes, but
the mutation W93 A induces structural changes in this loop, especially in the W93 A-cathepsin L
complex (Figure 6A, B). In the most populated cluster observed in W93A-cruzain simulations
(Figure 6B), which represents 85.1% of the simulation (Figure S8), the loop L6 is less solvent-
exposed, exhibiting lower SASA then the WT chagasin (Figure S10A). Additionally, the
introduction of mutation W93A increased the number of polar interactions with cruzain, as the
main interaction observed for the WT complex is maintained, and additional interactions are
observed (Figure 6C and 6E). The most frequent interaction observed was a salt bridge between
residue Arg91 of the mutant W93 A and Asp18 of cruzain, observed during approximately 95% of
the simulation. Furthermore, three hydrogen bonds with a frequency higher than 10% were found.
These involve the following W93 A-cruzain residue pairs: Asp99 and GIn21, His98 and Glu95,

Ala93 (W93A) and GIn187.

On the other hand, the increased flexibility observed for the W93A-cathepsin L complex is
reflected in a higher number of clusters (13 in total) obtained in comparison to the W93 A-cruzain
complex (2 in total). Among the three most visited clusters (32.4%, 27.4%, and 17.6%) during the
simulation, while the most populated adopts a conformation similar to WT, the second and third
clusters (representing 44.6% of simulation) present L6 conformations different to the WT (Figure
S8). Also, we observed a significant increase of the exposure of the L6 loop to the solvent between
approximately 125 and 750 ns of the simulation in comparison to WT (Figure S9B). Consequently,
the number and frequency of hydrogen bonds found for the mutant W93 A were significantly
inferior to WT, exhibiting a frequency less than 10.0% throughout the simulation. Thus, the
mutation W93A has a drastic impact on overall hydrogen bond interactions involving the L6 loop

and cathepsin L residues. When compared to the complex with cruzain, the number of hydrogen
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bonds observed for the W93 A-cathepsin L complex was lower (Figures 6E, F). Also, no salt bridge
was found, as the residue structurally aligned to cruzain Aspl8 is Asnl8 in cathepsin L. Previous
studies have hypothesized this difference in the active site to be related to the selectivity of the
WO3A for cruzain (dos Reis et al., 2008).

In agreement with this hypothesis, our results suggest that the interaction between the chagasin L6
loop and cruzain is favored by a very stable salt bridge between Arg91 and Aspl8, and even the
absence of the W93 the L6 remains in the interface with the protease. Whereas in the case of
cathepsin L, interactions between Asn18 and chagasin Arg91 are weaker and less stable. Therefore,
when W93 is replaced by alanine, the interaction to L6 is destabilized, and this loop moves away
from the enzyme active site, reducing the binding affinity when compared to WT chagasin.
Analysis of the most populated clusters from W93 A-cathepsin L complex shows that the loss of
interactions involving L2 and L6 is a consequence of a large conformational change. At the
beginning of the simulation, the W93 A-cathepsin L complex adopts a conformation similar to the
observed in WT-cathepsin L crystallographic complex (Figure S10). Around 150 ns the proteins
partially dissociate, returning to their initial position after 800 ns (Figure 7A). During the partial
dissociation process, L2 and L6 loops lose most contacts with cathepsin L, and only L4 remains

in close contact with the protease (Figure 7B).
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cathepsin L. These structures represent the most populated clusters, with frequencies of 51%
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CONCLUSION

Here we performed molecular dynamics simulations to obtain insights into why mutations of
specific chagasin residues had a selective effect on affinity to either cruzain or cathepsin L. Our
analysis did not provide an explanation for the lower potency of T31A and T31A/T32A chagasin

mutants towards cruzain, since these complexes were stable throughout the simulation, without
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significant changes in the conformations of loops involved in the interface and with similar
intermolecular interactions when compared to WT. On the other hand, a comparison of the
dynamics of the chagasin loops revealed an increase of conformational changes mainly in the L2
and L6 loops of the W93A mutant, when in complex with cysteine proteases. For cruzain
complexes, the mutation W93A resulted in a new cluster of conformations for L6, which
maintained a stable salt bridge and resulted in a higher number of hydrogen bonds and more
favorable electrostatic energy. Whereas for W93A-cathepsin L simulations, as the complex
partially dissociates, the electrostatic and vdW energies became less favorable than observed for
WT chagasin, and fewer polar interactions involving L2 and L6 were observed. These results
provide a possible molecular basis to justify the selectivity of inhibition of the chagasin W93 A

mutant towards cruzain.
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Comparative models. A total of 100 models for each chagasin mutant were generated by using
MODELLER 9.21 (Sali & Blundell, 1993). The top 10 results of each system within the lowest
energy were then submitted to the RAMPAGE server for evaluation of their stereochemical
properties, and we choose the model with the highest percentage of residues located in favored
and allowed areas for our study.

Using the crystallographic structure of chagasin complexed with cathepsin L, we generated models
of chagasin WT and the mutants W93A, T31A, and T31A/T32A complexed with cruzain and
cathepsin L. We build the chagasin-cruzain complex by aligning cruzain with cathepsin L using
MODELLER 9.21. Then, complexes with each chagasin variant were generated in a similar way
as described for chagasin-cruzain, but now using the modeled complex as a reference and aligning
only the mutants with the WT chagasin sequence.

The distribution of the torsion angles y and ® of the template and best homology models are
represented by the Ramachandran plot (Figure S1). Almost all residues (99%) of the modeled
structures were found in favored regions.

The models were also submitted to ProSA-webserver to evaluate their overall energetic profile.
By comparing the z-score of the template (-5.96) with those predicted for the models W93A (-
6.13), T31A (-6.03), and T31A/T32A (-6.09), the overall and local quality of the mutants are good
(Figure S2); thus they were used for the modeling of the complexes.

The quality of the generated complexes of the WT chagasin and mutants with cruzain and cathepsin
L was evaluated according to the metrics used by the Critical Assessment of PRedicted Interactions
(CAPRI) community (Lensink & Wodak, 2013). The DockQ software (Basu & Wallner, 2016) was
used to obtain the CAPRI measures (Fna, LRMS, and iRMS) (Lensink et al., 2007) and to classify

the models in high, medium, acceptable and incorrect quality. To calculate these measures, the
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crystallographic structure chagasin-cathepsin L was considered as the target structure. All the
modeled complexes were classified as high quality, according to CAPRI and DockQ scores (Table

S1).
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Figure S10 Ramachandran plot for the modeled chagasin mutants. (A) chagasin template

(PDB 2NNR) and chagasin mutant models (B) W93A, (C) T31A, and (D) T31A/T32A mutants.
Plots were obtained with RAMPAGE.



175

Template X-ray
== NMR

WO3A X-ray
s NMR

Z-score

200 400 €00 800 1000 200 400 600 800 1000
Number of residues Number of residues

T31A X-ray
s NMR

T31A-T32A X-ray
== NMR

Z-score
Z-score

0 200 400 600 800 1000 e 200 400 600 800 1000
Number of residues Number of residues

Figure S11 Z-score plot for chagasin and mutants predicted by ProSA-webserver The z-score
plot shows the overall model quality of the (A) chagasin WT template and (B) W93A, (C) T31A,
and (D) T31A/T32A mutants.
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Table S1 Quality of the complexes between cysteine proteases cruzain or cathepsin L bound to
chagasin and its mutant variants, obtained through comparative modeling.

System Fna® | iRMS® | LRMS® | DockQ | CAPRI

A) A) score Score
T31A chagasin—cruzain 0.934 | 0.182 0.584 0.972 High
T31A/T32A chagasin—cruzain 0.947 | 0.180 0.570 0.976 High
WOI3A chagasin—cruzain 0.855 | 0.181 0.417 0.946 High
T31A chagasin—cathepsin L 0.973 | 0.110 0.268 0.989 High
T31A/T31A chagasin—cathepsin L 0.918 | 0.115 0.233 0.970 High
WO3A chagasin—cathepsin L 0.904 | 0.147 0.509 0.964 High

%t is the fraction of native contacts found in the modeled complex, ®iRMS is the RMSD
calculated for the interface of interaction and ‘LRMSD is the RMSD calculated between the
reference ligand and the modeled one from the complexes.
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Figure S12 Conformational changes for isolated cysteine proteases, chagasin WT, and its
mutants from the complexes. The 2D-RMSD plots were calculated for the combined trajectories
of: the isolated cruzain (A) and chagasin (B) from complexes involving cruzain and chagasin WT,
mutants W93A, T31A, and T31A/T32A; the isolated cathepsin L (C) and chagasin (D) from
complexes involving cathepsin L and chagasin WT, mutants W93A, T31A, and T31A/T32A.
These analyses were performed based on 1 pus molecular dynamics simulations of each system.
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Figure S13 Conformational changes on the L6 loop of chagasin from the combined
trajectories of cruzain WT, W93A, T31A, and T31A/T32A complexes. Representative
structures of the most populated clusters of the simulations are colored in blue for WT and T31A
and red for W93A and T31A/T32A. Chagasin and cruzain are shown in dark and light colors,
respectively.
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Figure S14 Smoothed plot of SASA of the chagasin L6 loops during simulations in complex
with cruzain. Comparison between SASA of the L6 loop of chagasin from WT, W93A and
T31A/T32A cruzain complexes. Lines referring to chagasin WT and mutant systems W93 A and
T31A/T32A are colored in black, orange, and magenta, respectively.
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Figure S15 Mutation W93A affects the conformation and interactions between chagasin loop
L2 and cysteine proteases cruzain and cathepsin L. (A) Superposition of the representative
structures of the most populated cluster of L2 of chagasin WT from cruzain (population of 99.5%,
magenta) and cathepsin L (population of 50.3%, cyan) complexes. Chagasin and enzymes are
shown in dark and light colors, respectively. (B) Superposition of the representative structures of
the most populated cluster of L2 of chagasin W93 A from cruzain (population of 69%, blue) and
cathepsin (population of 57.1%, green) complexes. Chagasin and enzymes are shown in dark and
light colors, respectively. Main polar interactions involving chagasin W93A L2 residues with
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cruzain (C) and cathepsin L (D) residues. Chagasin, cruzain, and cathepsin L residues are labeled
in black, dark blue, and dark green, respectively. Frequency of polar interactions observed between
residues of the L2 loop of the W93 A and cruzain (E) and cathepsin L (F) residues, during a 1 ps
MD simulation.
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Figure S16 Analysis of the impact of the mutation W93A on conformation and interactions
between chagasin loop L4 and cysteine proteases cruzain and cathepsin L. (A) Superposition
of the representative structures of the most populated cluster of L4 of chagasin WT from cruzain
(magenta, population of 99%) and cathepsin (cyan, population of 99%) complexes. Chagasin and
enzymes are shown in dark and light colors, respectively. (B) Superposition of the representative
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structures of the most populated cluster of L4 of chagasin W93 A from cruzain (blue, population
of 77%) and cathepsin (green, population of 65%) complexes. Chagasin and enzymes are shown
in dark and light colors, respectively. Main polar interactions involving chagasin W93A L4
residues with cruzain (C) and cathepsin L (D) residues. Chagasin, cruzain, and cathepsin L residues
are labeled in black, dark blue, and dark green, respectively. Frequency of polar interactions
observed between residues of the L4 loop of the W93A and cruzain (E) and cathepsin L (F)
residues, during a 1 ps MD simulation.
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Figure S17 Clustering analysis based on residues of the L6 loop from chagasin W93A in
complex with cruzain and cathepsin L. Clustering was based on residues of the L6 loop of
chagasin W93 A mutant complexed to cruzain and cathepsin L (profiles obtained with a cutoff =
4.0 and 5.0 A, respectively). (A) representative structures of the most populated clusters from the
WO93A-cruzain complex compared to the most populated cluster from WT-cruzain. (B)
representative structures of the most populated clusters from the W93A-cathepsin L complex
compared to the most populated cluster from WT-cathepsin L.
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Figure S18 Smoothed plots of the SASA for the chagasin L6 loop in complex with cruzain and
cathepsin L. Comparison of the calculated SASA of the L6 loop of the chagasin WT versus mutant
WOI3A in complex with cruzain (A), and chagasin WT versus mutant W93A in complex with
cathepsin L (B). Values for simulations with WT and W93 A are represented as black and orange
lines, respectively.
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Figure S19 Superposition of the representative structures of clustering of the W93A-
cathepsin L complex with the experimental structure of chagasin-cathepsin L complex. X-ray
structure of chagasin-cathepsin L complex (PDB code 2NQD) is colored in orange and
representative structures of the two most populated clusters in yellow (population of 51%) and
blue (population of 35%).



