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RESUMO

O bloqueio da via de checkpoint PD-1-PD-L1 tem ganhado destaque no tratamento de tumores
com alta instabilidade génica, de forma que o entendimento sobre o modo de interagao entre as
proteinas da via vem dando suporte para o desenvolvimento de inibidores efetivos da classe de
anticorpos, peptideos e pequenas moléculas. Entretanto, o uso de pequenas moléculas para a
modulagdo de PD-L1 apresenta limitagdes, tendo em vista a baixa susceptibilidade da regido de
interface a interacdo com essa classe de moléculas, o que abre espago para busca de novas
cavidades. Dessa forma, a investigacao de sitios cripticos (sitios oclusos transientes) aparece
como uma alternativa para a modulagdo da proteina PD-L1. Pesquisas nessa area tém sido
aplicadas para o desenvolvimento racional de farmacos para proteinas de interesse
farmacoldgico com baixo potencial de interacdo com pequenos ligantes. Nesse contexto,
ferramentas in silico surgem como uma abordagem efetiva para busca de novas cavidades e
compreensdo da dindmica estrutural dos sistemas. O presente trabalho teve como objetivo a
identificacao de um novo sitio criptico na PD-L1 através de simulagdes de dindmica molecular
com cossolvente (MixMD), bem como a investigacdo de um ligante para a cavidade alvo.
Mostramos que sondas apolares aromaticas foram mais efetivas para interagir com a superficie
da PD-L1. Em destaque, o benzeno foi responsavel pela exposi¢ao de um sitio criptico, que se
mostrou altamente flexivel, possuindo duas aberturas transitorias. A analise preditiva do
drugscore (0,84) sugere que a cavidade pode ser modulada por pequenas moléculas. Ademais,
a triagem virtual identificou o farmaco indacaterol, que mostrou induzir efeito semelhante a
selecdo conformacional na interface de PD-L1. A descrigdo energética dos complexos com a
proteina sugere que o indacaterol desfavorece a interacdo da PD-L1 com a PD-1, mostrando
resultados promissores para a sele¢cao de novos farmacos. Dessa forma, o trabalho sugere novas
regides de interacdo que podem ser alvo para o desenho racional de moléculas e para o
tratamento de doengas oncoldgicas, assim como um possivel ligante a ser utilizado como ponto

de partida.

Palavras-chave: PD-L1; cossolvente; simula¢do de dinamica molecular.



ABSTRACT

Blockage of the PD-1-PD-L1 checkpoint pathway has emerged as a promising treatment for
tumors with high gene instability. Understanding the mode of interaction between the proteins
involved in this pathway has supported the development of effective inhibitors of the class of
antibodies, peptides, and small molecules. However, the use of small ligands for PD-L1
modulation has limitations given the low susceptibility of the interface region to interact with
this class of molecules, hence opening space for the search for new cavities. In this context, the
investigation of cryptic sites (transient occluded sites) emerges as an alternative for the
modulation of the PD-L1 protein. Research in this emerging field has allowed the rational
development of the drugs for proteins of significant pharmacological interest and low potential
for interaction with small ligands. Accordingly, in silico tools emerge as a powerful approach
in searching for new cavities and understanding systems’ structural dynamics. Thus, the present
work aimed to identify a new cryptic site in PD-L1 through molecular dynamics simulations
with cosolvent (MixMD) and investigate a small molecule for the target cavity. We showed that
nonpolar aromatic probes were more effective in interacting with the surface of PD-L1.
Prominently, benzene was responsible for exposing a cryptic site close to the C"D loop. This
cavity proved to be highly flexible, having two transient openings. The predictive analysis of
the drugscore (0.84) suggests that small molecules can act modulating such a cavity.
Furthermore, virtual screening identified the indacaterol, which has been shown to induce an
effect like conformational selection at the PD-L1 interface. The energetic description of the
protein complexes suggests that indacaterol disfavors the interaction of PD-L1 with PD-1,
showing promising results for the selection of new drugs. Thereby, this work suggests new PD-
L1 interaction regions that can be targeted for the rational design of molecules for the treatment

of oncological diseases, as well as a possible ligand to be used as a starting point.

Keywords: PD-L1; cossolvents; molecular dynamic.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7
Figura 8

Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17
Figura 18

Figura 19
Figura 20
Figura 21

LISTA DE FIGURAS

Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma.............cccceneee.
Sinalizagdo intracelular da PD-1........ccccooiiiieiiiiiieeee e
Estrutura tridimensional da PD-L1.........cccocoviiiiiinininieie e
Pequenos ligantes bloqueadores de PD-L1 desenvolvidos pela empresa
Bristol-Myers SQUID (BMS).........coiiiiiiiiiiieeeeee e
Estrutura geral de compostos patenteados como bloqueadores da via PD-

Bloqueio da regido de interface proteina-proteina da PD-L1 pelo ligante
BIMS=202......ceeceiietce ettt
Representacao da abertura de um Sitio CriptiCo.........ccccvvevereiviieseeieiene,
Variagdo do RMSD ao longo das simulacbes de PD-L1 com
COSSOIVENTE. ...ttt sttt bbbt re s
Flutuacdo quadratica média dos atomos pesados da PD-L1........................
Fator de deslocamento da porcao IgV do cristal 5JDS.........cccccocvveevveennne
Somatorio de contatos entre Sonda/ reSiduO. .........coevereerereiene i
Somatdrio de interacBes entre 0 benzenoeaPD-L1........c.ccccccvvveviveiieenene,
Destaque dos residuos para um novo sitio exposto através da interacao
(010) 0 0T 01 g0 o SR
Representacdo estrutural dos sitios preditos com uso da dinamica
molecular COM COSSOIVENTE. ........ccviiiieieie e
Somatério de interacbes para os ligantes de PD-L1 reportados na
=T = (0] - VSR
Representacao da alteracdo estrutural para abertura de novo sitio em PD-
L1, representada pela rotacdo da TYr8L........ccocovveiiiieiiniieienie e
Volume do sitio para as replicatas das simulagcdes com cossolvente...........
Descricao da abertura das duas entradas do sitio separadamente (C2 e C3)
e concomitantemente (C2C3)......cveiiieierirerieeeeee s
Descrigdo da abertura do sitio para a replicata de 500 ns com benzeno.......
Representacao dos estados de maior populagdo assumido pelo benzeno.....

Estados conformacionais das sondas para as replicatas com benzeno.........

14

18

20

22

23

25
26

37

38

39

41

42

43

44

45

47

48

52
53



Figura 22

Figura 23

Estados conformacionais das sondas para a simulacdo estendida com
DENZENO.... .o

Estruturas cristalograficas com presenca de agua na regido do sitio............

Figura24 — Predicdo de pockets atraves do DOGSIte.........cccovevveereiieiieie e

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29
Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Conformacdes adotadas pelo sitio criptico durante as simulagdes com
DENZENO......eeie e
Variacao estrutural da alca C™’D......cccoeeoviiiiiiiiiiiic e
Distribuicdo de frequéncia de moléculas que possuem determinados
intervalo de afinidade para cada estrutura da proteina selecionada para o
eNSEMDBIE dOCKING. ......coiiiiiiii s
Estrutura bidimensional das moléculas selecionadas para interacdo com
Sitio Criptico M PD-L1......coiiiiiiciicc e
RMSD das moléculas selecionadas através do docking proteina-ligante....
Desvio quadratico médio dos ligantes indacaterol e acido picossulfarico
para as replicatas curtas e estendidas............ccccceevveveeii i v
Representacdo tridimensional do posicionamento dos ligantes na
cavidade e diagrama bidimensional das interag0es para o indacaterol........
Representacdo tridimensional do posicionamento dos ligantes na
cavidade e diagrama bidimensional das interaces para o &cido
PICOSSUITUNICO. ... e

Sistemas tridimensionais adotados para estudo da interface de PD-L1.......

Figura 34 — Variabilidade conformacional dos residuos de interface de PD-L1 para as

Figura 35

Figura 36

simulagfes convencionaiS (CMD).........cccviiiiiieie i
Variabilidade conformacional dos residuos de interface de PD-L1 para as
simulacdes aceleradas (GaMD)..........cccooveiieiiiiciie e

Energia livre de ligacdo para os complexos binarios e ternarios..................

55

56

S7

60

61

62

63
66

67

68

69

71

73



Tabela 1 —
Tabela 2 —
Tabela 3 —
Tabela 4 —

Tabela 5 —
Tabela 6 —

LISTA DE TABELAS

Anticorpos anti-PD-L1 aprovados para o tratamento de cancer.................... 21
Pequenas moléculas desenvolvidas para blogueio daPD-L1........................ 21
Perfil de interagio das SONAas OrgaANICaS...........ccververrererererineeeeeee e 30

Média dos parametros fisicos para as cavidades preditas através da
SIMUIACA0 COM COSSOIVENTE........ccivieieiicie e 46
Filtros para selecdo da cavidade aberta............ccccceeveeiieiieii e, 50

Predicdo de ensaio ADMETox para os ligantes-alvo para sitio em PD-



1.1
111
1.1.2
1.2
1.2.1
1.2.2
1.3
14
1.5
1.6

2.1

3.1

3.11
3.1.2
3.1.3
3.2

3.3

331
3.3.2
3.3.3
3.34
3.35
3.3.6
3.4

34.1
3.4.2
3.4.3
344
3.5

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt es sttt 13
Caracterizacdo do pProblema ... 13
(@ g ToToT [=] 1= SRR 15
Panorama atual sobre 0 tratamento d0 CANCEN ..........cccovvieiirininieie e 15
IMUNOTEIAPIA ... 16
A via de checkpoint imunoldgico PD-1 — PD-L1.......cccccoooiiiiniineneceeeiens 17
PD-L1 cOmMO alvVO ONCOIOGICO .....cvvviiiieiieie ettt 19
ProbIEMATIZAGAD .......ccveveieiitiiiieee e 24
Novas estratégias de modulacéo proteica — busca por sitios cripticos................. 25
TECNICaS COMPULACIONAIS ......c.veiveeiieiiecieesie et e e e e sre et sre et e e reesae e e sraenee s 27
[ T 010] TSSO 27
OBJIETIVO GERAL ..ottt 29
ODbjJEtiVOS ESPECITICOS. ...t 29
MATERIAIS E METODOS ...t sssessesssssse s 30
Simulacéo de dindmica molecular com CoSSOIVENTE ...........ccevvevvieeiiiie e 30
Parametrizagao das SONdas OrgANICAS ..........cccurerieriererie i 30
Selecao da eStrutura PrOtEICA.........cucveiieieeiesiecie et 31
Preparo dos complexos e protocolo de rotina das simulagoes.............ccccccvevverneenen. 31
Simulacéo de dindmica molecular acelerada gaussiana...........c.ccccecvevveieerreennenn 32
ANALISE e TraJELONIA.....c.eiiveeiecic et 33
Desvio quadratico MEdio (RIMSD) ........ccuiiririeirieieesie e 33
Flutuagdo média quadratica (RMSF) ... 33
Analise dos contatos NE0 NALIVOS .........ccceviiirieierieeesese e 33
Analise de componente principal (PCA) ...t 34
CIUSEEIIZAGAD. . ...cveveeee et bbbttt nbe bt 34
Analise do volume das CaVIAAUES .........ccviviieieieiee e 34
Triagem virtual de MOIECUIAS...........c.ooiiiieiciee e 34
Preparo do banco de MOIECUIAS .........cc.ecveiiiiiieiic e 35
Selecao das poses de dOCKING .......ooviiiiiiiiie e 35
ROLINA A& AOCKING ..t 36
Seleg8o das MOIECUIAS ALIVAS..........cooeiiriiiiieiee s 36
Calculo de energia livre de interagdo (MM/GBSA) ......cccoiviiiiiiieieic s 36

RESULTADOS E DISCUSSAQ ... e, 37



4.1
411
4.1.2
4.2
4.3
43.1
4.3.2
4.4
441
4.4.2
443
4.4.4
4.5
451
45.2
4.6
4.7

Avaliacdo da eficiencia da tECNICA. .......ccuieieiiireee s 37

Estabilidade ProteiCa .........coouiiiiiiiiee e 37
Analise de contatos entre SONAa-ProteiNa.........ccccceevveiieiieiesiese e 39
Descricdo de regides de interacdo paraa PD-L1.......ccccooiiiiiieiiiieiicse e 41
Identificacdo dos sitios e validacdo estrutural .............cccccovveveiiiiiecie e, 44
Estudo das regides descritas Na lteratura.............ccocveveieeieeiesee e 45
ProposiGao de Um Sitio @IVO........ccoiiiiiiiiiieeee e 46
Investigacao de novo sitio criptico de ligagdo da PD-L1.........cccccooeiiniiiinincnns 47
Estudo da dindmica de abertura do Sitio ..........ccoeveiieniiniiie e 49
Estados conformacionais assumidos pelo Sitio CriptiCo .........ccceovviriinicieneieneen, 52
Evidéncias experimentais da Cavidade ...........ccccevvveiieieiieie e 56
Avaliacao da estrutura como alvo terapeutiCo .........ccccveveeveeieieccece e 57
Triagem virtual de MOIECUIAS..........cc.ooviiiec e 58
Avaliacao da variabilidade conformacional da cavidade ..............cccccccevveieiiennnnne. 59
Selegéo de ligantes Para PD-L1 ... s 61
Avaliacdo da modificacdo conformacional da interface PD-L1 - PD-1............... 70
Descrico energética doS SISTEMAS.......cccoerieirerierieese e 75
CONCLUSAD ....oovviiieieisie sttt 77
REFERENCIAS ..ottt 80

APENDICE A - SOMATORIO DE INTERACOES ENTRE O
COSSOLVENTE E A PD-L1. OS CONTATOS ESTAO MARCADOS EM
ESCALA DE CORES QUENTES, QUE VARIA ENTRE O BRANCO (SEM
CONTATO), O AMARELO (VALOR MEDIO DE CONTATOS) E O

VERMELHO (NUMERO MAXIMO DE CONTATOS). ...oooveeereereieeereeiens 88
APENDICE B - ESTADOS CONFORMACIONAIS DOS COSSOLVENTES
NA CAVIDADE EM PD-L1. ..o, 20

APENDICE C - VALORES DE AFINIDADE PARA AS POSES
RESULTANTES DO DOCKING RECEPTOR-LIGANTE (KCAL/MOL). .....94



13

1 INTRODUCAO
1.1 Caracterizacao do problema

O fluxo correto de todos 0s processos em um organismo € direcionado pela
organizacado espaco-temporal de cada evento, assim como pela correlacdo e coordenacgédo
dos intermediarios que compdem cada reacdo. Essa ideia de paralelismo € mantida ao
longo de todos os niveis de organizacdo de um individuo, desde a primeira cascata de
sinalizagdo até o movimento final de um grupo muscular. A comunicacéo e a ordem entre
as reacOes metabolicas sdo 0 que permitem que um ser vivo mantenha a homeostase,
reafirmando que o fino equilibrio que rege as partes influencia diretamente ao todo
(LEHNINGER, 2009).

Quando especificamos o microambiente tecidual, é possivel entender como
as células mantém sua capacidade de autopreservacdo sem prejudicar o ambiente
adjacente. Esse comportamento é exemplificado durante a morte celular programada,
quando uma célula reconhece uma série de padr@es internos ou responde a estimulos que
ameacam a vida do organismo, como mutacdes seriadas ou infec¢do viral. De modo
inverso, a proliferacdo de uma unidade é controlada pelo conjunto de células das
imediacOes através do balango de espaco para expansao e a disponibilidade de recursos
para o tecido — interleucinas, horménios e segundos mensageiros expressos por células
vizinhas possuem a capacidade de regular o crescimento celular e outras fun¢des de uma
determinada célula — de forma que a taxa metabolica da vizinhanca, ou até mesmo de
outros tecidos, podem alterar o seu proprio desempenho, como pode ser visto no
desenvolvimento embriondrio (ABBAS, 2015; ALBERTS, 2017; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Dada a complexidade do metabolismo, é facil entender que qualquer alteracédo
fora dessa rede resulta em um dano dréstico e caso ndo seja revertido — ou controlado —
ird desencadear em prejuizo ao organismo. A maior parte das injarias causadas em uma
célula resulta em degradacao de proteinas ou, em maior escala, apoptose. Por outro lado,
os danos causados no codigo genético — mutacdes génicas ou cromossémicas — podem
ser propagados e permanecer nas linhagens seguintes. Dentre as mutacdes, algumas
destas s@o contornadas pela maquinaria de checagem e reparo do DNA e, mesmo que haja
a producdo de uma proteina defeituosa, os sistemas de degradacéo de polipeptideos, como
a marcacao por ubiquitina e recrutamento do proteassoma, sdo uma forma alternativas de
suprimir possiveis alteragdes metabolicas (ABBAS, 2015; ALBERTS, 2017;
LEHNINGER, 2009).
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Outra parcela das mutacdes nao é facilmente corrigida. O dano causado nos
genes de proteinas regulatdrias ou participantes da divisdo celular — dentre eles os
oncogenes e 0S genes supressores de tumor — sdo, em especial, probleméticos. Seus
efeitos sdo acumulativos. A auséncia de um componente com funcgéo reguladora inibitéria
ou a producdo de proteinas defeituosa, que sdo acumuladas no citoplasma ou na
membrana, resultam em danos oxidativos, instabilidade genémica e desregulagédo do
metabolismo. Nesses casos, 0 proprio formato da célula, ou a composi¢do da camada
lipidica sdo alterados e estimulos para acionar a apoptose podem ser ignorados. Um
quadro onde uma célula atinge tal estado de desordem e, ainda sim, consegue manter sua
taxa de reproducdo ativa, pode ser caracterizado como cancer (ABBAS, 2015;
ALBERTS, 2017; HANAHAN; WEINBERG, 2011). Cancer é o termo genérico utilizado
para descrever uma série de doencas originadas da desordem sistémica na maquinaria
divisdo celular, replicacdo e reparo ao DNA (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019).

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima que cerca de dez milhdes de
mortes ao redor do mundo tenham sido devido ao cancer, apenas durante 2020
(DIEGUEZ et al., 2019). No Brasil, sdo estimados 625 mil novos casos para cada ano do
triénio 2020-2022 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). A Figura 1 destrincha
a distribuicdo dos tipos de cancer estimados no Brasil. A incidéncia entre homens e
mulheres possui pouca variacdo em termos numeéricos totais, liderados pelo cancer de

mama feminino, seguido do cancer de proéstata.

Figura 1 — Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Prastata 65.840 29.2% Homens Mulheres Mama feminina 56.280 20.7%
Calon e reto 20.520 9.1% Calon e reio 20.470 9.2%
Tragueia, brinquio & pulmio 17.760 7.9% Cola do wtera 16.580 T4%
Estdmago 13.360 5,9% Tragueia,brdnguio & pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 54%
Ezdfago 3.690 3,9% Estdmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.580 34% Ovwirio 6.650 3.0%
Linfoma n&o Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do atero 6.540 29%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 24%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Mdmeras arredondadas para miltiplos de 10

Fonte: Instituto Nacional de Céancer, (2019, p. 52).

Em termos de custo aos cofres publicos, o0 SUS destina cerca de 3,4 bilhdes
do seu orgamento para o tratamento oncoldgico (INCA, 2021). Somada ao grande numero
de brasileiros afetados pelo cancer, um dos motivos da necessidade desse montante se da
pela complexidade do tratamento da doenca, atrelado a alta diversidade de tipos de

neoplasias.
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1.1.1 Oncogénese

O processo de formacdo de uma neoplasia inicia-se, na maioria dos casos,
mediante a exposicao a agentes externos. O contato prolongado com agentes quimicos ou
radiacdo ionizante séo causas fortemente associadas a um ambiente de trabalho insalubre
ou desconhecimento das boas praticas no manuseio de produtos téxicos. Além disso,
maus habitos alimentares, obesidade, sedentarismo e consumo excessivo de psicoativos
sdo exemplos de fatores de risco associados ao estilo de vida e que podem influenciar no
aumento do ndmero de casos de cancer. Doencas oncoldgicas também podem surgir por
meio de heranca hereditaria, mutacdes aberrantes provenientes de falhas naturais da
maquinaria de replicacdo ou com a idade avancada do individuo. Em geral, a formacao
de um tumor é um processo lento, e este pode demorar anos para ser descoberto e tratado
(DIEGUEZ et al., 2019).

Cada tecido origina um tipo de célula cancerigena e, ao passo que vai
progredindo, a massa tumoral adquire uma série de caracteristicas que agravam o quadro
do paciente. S&o considerados como marca registrada do cancer, dentre esses atributos
estdo a imortalidade, o escape do sistema imune ou a evasdo de tecidos e metastase
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Tumores mais agressivos atingem tal estado de
variabilidade génica que gera subpopulaces distintas dentre as proprias células,
caracterizado como heterogeneidade tumoral. O sucesso e desenvolvimento de cada
subclones é um fator determinante na plasticidade e progressdo do tumor, o que reflete na
dificuldade, tanto da realizacdo de um diagndstico preciso, quanto da adocdo de
tratamentos dedicados a cada perfil especifico (MARUSYK; POLYAK, 2010; OISETH,;
AZIZ, 2017).

1.1.2 Panorama atual sobre o tratamento do cancer

Os métodos convencionais para o tratamento do cancer sdo a cirurgia, a
radioterapia e a quimioterapia. A cirurgia € um método invasivo que pode ser eficaz para
o tratamento de tumores sélidos em estagios iniciais de desenvolvimento. E uma
alternativa de baixa especificidade, que ndo garante a retirada de todas as células
cancerigenas no tecido. A radioterapia também é um tratamento local, mas com
mecanismo de a¢do baseado em radiagdo ionizante, causando agressdo quimica no tecido
e destruicdo da massa tumoral. Em geral, acarreta uma série de efeitos colaterais ao
paciente.

A quimioterapia, por outro lado, tem acdo sisttmica. Consiste na

administracdo controlada de moléculas citotoxicas, de efeito antineoplésico, através da
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via oral, intravenosa, intramuscular, entre outros. E utilizada nos casos em que as
alternativas anteriores ndo sdo viadveis, mas também é usada como adjuvante para a
cirurgia, como forma de eliminar células metastaticas residuais.

A escolha do tratamento varia de acordo com o tipo de cancer e a progressao
da doenca, apesar de que na maior parte dos casos € exigido o uso de mais de um desses
meétodos em conjunto. Esses procedimentos acarretam em uma série de efeitos colaterais
ao paciente, sao desagradaveis e possuem baixa eficacia para uma série de tipos de cancer,
principalmente nos casos com alto indice de mutacdo e adaptacdo (OISETH; AZIZ,
2017).

1.2 Imunoterapia

Com o avango da ciéncia moderna e das tecnologias, novas formas de
tratamento tém sido buscadas para obter aumento da eficécia, especificidade ao tumor e
seguranca ao paciente. Essas abordagens tém buscado a modulacdo de componentes
bioldgicos para realizar o ataque as células cancerigenas, como é o caso das terapias
hormonais e a imunoterapia. Em especial, a imunoterapia do cancer vem se destacando
pela sua especificidade e versatilidade (SCHUSTER; NECHANSKY; KIRCHEIS, 2006).

O sistema imunoldgico € o primeiro desafio que uma célula cancerigena
precisar transpassar para garantir sua evolucdo e adaptacdo em outros tecidos. E isso
ocorre devido ao sistema imune ser sensivel as pequenas mudangas ocorridas no
organismo. Um tumor com alta instabilidade gendmica e grande exigéncia metabolica
produz altas taxas de neoantigenos — fragmentos de proteinas mal enoveladas ou
defeituosas — que se espalham pelo citoplasma e passam a compor a membrana
citoplasméatica (MELLMAN; COUKOS; DRANOFF, 2011). Através do processo
chamado imunovigilancia, as células do sistema imune avaliam a viabilidade e
integridade sistémica do alvo pelo reconhecimento dessas moléculas. Assim, as células
apresentadoras de antigeno (APC) realizam a captura e processamento dos fragmentos,
que sdo incorporados ao Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe 11 (MHC,
do inglés major histocompatibility complex). Dessa forma, 0s epitopos tumorais séo
apresentados aos linfécitos, por meio da interacdo entre o complexo MHC e o receptores
de célula T (TCR, do inglés T-cell receptor), desencadeando uma resposta efetora contra
o tumor (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

Porém, as células cancerigenas possuem uma série de mecanismos de defesas
para escapar da morte celular programada induzida pelos linfécitos. E comum que

tumores apresentem a expressdo de quimiocinas, citocinas e outras biomoléculas
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inativadoras, como o Fator de Crescimento Transformador-p (TGF-B), prostaglandina E2
(PGE2) (CHOUAIB et al., 1985), indolamina 2,3,dioxigenase (IDO) (KOBLISH et al.,
2010), conhecidas pela inducdo metabodlica da conversdo de uma célula-T efetora em
regulatéria (OISETH; AZ1Z, 2017). Outro mecanismo usado para burlar o sistema imune
€ 0 uso de das vias de regulacdo inibitdrias para inativar células-T, como as vias CTLA-
4 (do inglés, cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) e PD-1 (do inglés,
Programmed cell death protein-1) (SCHUSTER; NECHANSKY; KIRCHEIS, 2006),
(VANDENBORRE et al., 1999), (MESQUITA JUNIOR; SILVA, 2010).

A imunoterapia € uma forma de tratamento que se baseia na modulacéo do
sistema imune para contornar os mecanismos de protecdo desenvolvidos pelas células
tumorais. Em geral, tem-se como alvo os processos discutidos anteriormente — desde a
apresentacdo de antigenos, até a inibicdo do linfocito — de forma que os imunoterapicos
possuem formulacdes e mecanismos de acdo bastante variados, como o uso de linfocitos
engenheirados, chamados de células CAR-T (XUE et al., 2021), (PORTER et al., 2011),
a imunizacdo através de vacinas contra neoantigenos (DAS et al., 2021), (HARZSTARK;
SMALL, 2006; SCHWARTZENTRUBER et al., 2011) ou o uso de bloqueadores contra
as vias inibitorias do sistema imune (LEE; LEE; HEO, 2019),(MICHOT et al.,
2016),(KEIR et al., 2008), (GURAM et al., 2019).

S&o produtos na fronteira do desenvolvimento, idealizados com base em um
grande conhecimento sobre a area e elaborados com uso da tecnologia de DNA
recombinante e ferramentas de edicdo génica complementares. Esse fator reflete no alto
custo de producdo dos imunoterapicos, 0 que se torna um grande limitante na aplicacao
do tratamento. Uma outra limitacdo do tratamento é o balanco correto entre a aplicacéo
do farmaco e a reacdo do sistema imune no organismo. Para certos pacientes o uso de
alguns imunoterapicos causam rea¢des adversas imunomediadas, como endocrinopatias,
colite e hepatite. E fato que a imunoterapia ainda pode ser amplamente explorada e possui

um grande potencial no tratamento de doengas oncoldgicas.

1.2.1 Aviade checkpoint imunolégico PD-1 - PD-L1

Dentre as imunoterapias, o blogueio das vias inibitérias tem obtido grande
destaque nos ultimos anos (JACOB; JACOB; PARAJULI, 2021; LEE; LEE; HEO, 2019;
LIU etal., 2021a). As células normais passam por uma checagem periddica realizada pelo
sistema imune e essa comunicacgdo € complexa e sensivel, para garantir um que haja um
balanco entre a indugdo de uma resposta efetora destrutiva e a tolerancia aos epitopos

nativos. As vias inibitorias sdo responsaveis pela seguranca dos tecidos normais,
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controlando quadros de inflamacg@o ou impedindo que haja reacfes autoimunes, sendo a
via PD-1 uma das principais vias estudadas como alvo terapéutico.

Principal proteina desta via, a proteina de morte celular programada-1 é
expressa na membrana dos linfécitos ativados, células NK (do inglés, natural killer),
linfocitos B, células dendriticas, entre algumas outras células do sistema imune. E uma
proteina composta por um dominio IgV-like, um dominio transmembrana e um dominio
intracelular com dois motivos inibitorios, 0 motivo imunoreceptor de inibicdo baseado
em tirosina (ITIM) e o motivo imunoreceptor comutador (switch) baseado em tirosina
(ITSM) (DAERON et al., 2008).

O evento de inativacao do linfocito esta representado na Figura 2. O linfdcito
inicia os estimulos para a propagacao celular, ativacao das fungdes efetoras, para atingir

0 estado de aptiddo ao combate de organismos estranhos.

Figura 2 — Sinalizacdo intracelular da PD-1.
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Fonte: Adaptado de Nature Reviews Immunology. (2018). As caixas de texto em azul representam
uma cascata de sinalizagdo positiva, induzida pelo reconhecimento de um epitopo através dos TCRs
e as setas cinzas indicam a interacdo positiva entre as proteinas. Em laranja estdo representados o0s
efeitos da ativacdo da via PD-1 — PD-L1 e as setas vermelhas demarcam a relacéo proteina-proteina
inibitdria. As caixas em amarelo indicam as porg¢des intracelulares conhecidas e desconhecidas [?].

Nesse contexto, a proteina transmembranar PD-1 é ativada mediante
interacdo com seus ligantes, PD-L1 ou PD-L2, no dominio IgV-like localizado na porcao
extracelular. No estado ligado, os dois dominios intracelulares baseados em tirosina

encontram-se fosforilados, o que induz o recrutamento de proteinas fosfatases, como a
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SHP2 (Src homology 2 domain—containing tyrosine phosphatase 2) e deflagra uma
cascata de sinalizacdo inibitéria na célula pela inativacdo de cinases, como
fosfatidilinositol-3 cinase (PI3K), cinase regulada pela sinalizagdo extracelular (ERK),
fosfolipase Cy (PLCy), entre outras (PHARES et al., 2009; YAO et al., 2009). O
resultado é a inativacdo das funcdes efetoras do linfécito e inibicdo dos sinais de
crescimento e proliferacédo celular.

Como citado anteriormente, a ligagdo PD-1com seus ligantes PD-L1 ou PD-
L2 desempenha uma funcdo importante de protecdo durante a checagem de um tecido
saudavel. Sinais inibitdrios causados pela formagdo do complexo PD-1-ligante limitam
as respostas imunes exacerbadas, impedindo que reagdes autoimunes ocorram.
Entretanto, essa via se torna um mecanismo de escape para 0s tipos de tumores que
apresenta a superexpressao da PD-L1. De forma que, mesmo que sejam direcionados para
acionar mecanismos de ataque ao tumor, os linfocitos circulantes serdo inativados pela
via de checkpoint e tornam-se incapazes de induzir a morte celular no tumor, o que se
torna um fator positivo para a progresséo do tumor (ESCORS et al., 2018; MICHOT et
al., 2016).

1.2.2 PD-L1 como alvo oncoldgico

Nesse contexto, a PD-L1 se tornou um alvo importante para o
desenvolvimento de farmacos, inicialmente pelo controle do sistema imune, devido a
importancia bioldgica da PD-1 na regulacdo do linfécito e protecdo dos tecidos saudaveis.
Além disso, existem evidencias que associam a PD-L1 com funcGes secundarias, como
envolvimento na captacédo de glicose, que podem contribuir para sobrevivéncia do tumor
(CHANG et al., 2015).

A PD-L1 (também conhecida como CD274 ou B7H1) é um receptor de
membrana tipo I, com uma porcdo semelhante a imunoglobulina variavel (IgV) e uma
porcdo imunoglobulina constante (IgC) na regido extracelular, sequidos de uma cadeia
transmembrana e uma por¢do intracelular curta com trés sequéncias de aminoacidos
conservadas entre os mamiferos, os motivos DTSSK, QFEET e RMLDVEKC. A regido
de maior importancia na PD-L1 é a interface de interacdo com a proteina PD-1, que
corresponde a superficie GFCC’ da porgao IgV (Figura 3) (AHMED; BARAKAT, 2017;
ESCORS et al., 2018).
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Figura 3 — Estrutura tridimensional da PD-L1.
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Fonte: Adaptado de Escors et al. (2018). As porcOes extracelulares estdo representadas em azul. O
dominio transmembrana (TM) esta representado em amarelo, cercado pela bicamada lipidica. Em
rosa, laranja e verde estdo representados os dominios intracelulares da PD-L1. O quadro destaca a
porcédo IgV em detalhes estruturais. A legenda das fitas da regido de interface com PD-1 estd em grafia
branca e a legenda da interface oposta em verde. As regides de alca estéo identificadas por legendas
em cor terra.

Os residuos Tyr56, Arg113, Met115 e Tyr123 em PD-L1 sdo considerados
como hotspots necessarios para estabelecer a comunicagdo entre as proteinas. Juntos
formam um pequeno pocket que comporta a lle132 em PD-1 e essa interacdo é flanqueada
pelos residuos Asn66, Tyr68, Leul28, 1le126, 1le134 e Glul36 (DING; LIU, 2019; LIM
et al., 2019; SHI et al., 2018).

Atualmente existem trés inibidores de PD-L1 aprovados para o tratamento de
doencas oncoldgicas, todos da classe de anticorpos (mAB), como pode ser visto na Tabela
1. Esses farmacos possuem o uso limitado quando referido aos tipos de cancer que
possuem aprovacgao para uso, apesar de que algumas dessas biomoléculas estarem em fase
de testes para outros tipos de cancer, como melanoma, carcinoma hepatocelular
(atezolizumab) e carcinoma de células renais (avelumab). Apesar disso, 0 uso do
tratamento baseado em anticorpos tem mostrado resultados bastante promissores, seja o
uso exclusivo ou 0 combinado com outros tipos de terapia (ESCORS et al., 2018; LIU et
al., 2021a; WU et al., 2019).

A escolha desse método de tratamento é feita para casos de alta prevaléncia
de mutacBes somaticas, quando a quimioterapia e a cirurgia sdo ineficazes. Esse perfil
geralmente € associado com tumores de rapida progressdao e maior agressividade
(ALEXANDROV et al., 2013).
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Tabela 1 — Anticorpos anti-PD-L1 aprovados para o tratamento de cancer.

Nome Ano de~ Tipos de tumor Citacéo
aprovacao

. . (RITTMEYER et al., 2017)
Carcinoma urotelial

Atezolizumab 2016 Cancer pulmonar
Céancer de mama triplo negativo

. (KAUFMAN et al., 2016)
Tumor de Merkel metastatico

Avelumab 2016
Carcinoma urotelial metastatico
. . . (ANTONIA et al., 2017)
2017 Carcinoma urotelial metastatico
Durvalumab
2018 Cancer pulmonar

Fonte: Elaborado pela autora.

Ademais, outras classes de moléculas se encontram em fase de testes. A
Tabela 2 destaca os pequenos ligantes desenvolvidos para interacdo com a regido de
interface de PD-L1. A abordagem com pequenas moléculas também pode ter efeitos
diferentes na proteina, como o desenvolvimento de moléculas que induzem a degradacao
da PD-L1 ou agem diretamente na expressdo do gene (AHMED; BARAKAT, 2017;
ZHONG et al., 2019).

Tabela 2 — Pequenas moléculas desenvolvidas para blogueio da PD-L1.

Nome Alvo Tipos de tumor Citacéo
BMS-202 Bloqueio da interacdo ; (ZAK etal., 2016)
CA-170 A Cancer de pulmao RAMfASé:,IAI?\JUD'\gﬁ%ow)
TPP-1 Cancer de pulméo (SUN et al., 2016)
AUNP-12 Melanoma A s
DPPA-1 Cancer de colon (Lletal., 2018)
JQ1 Inibicéo da expressao Linfoma (FANG et al., 2014)
PlatycodinD Cancer de pulmaéo (HUANG et al., 2019)
Osimertinib Cancer de pulméo (WANGZ;O'E'?‘,)'ONSKY’
eFT508 Cancer de figado (AZUMA et al., 2014)
pD-LYLSO | Degradagao da PD-L1 ; (LIM et al., 2016)
Metformin Cancer de mama (CHA et al., 2018)

Fonte: Adaptado de Wu et al., (2019)
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Pequenos ligantes bloqueadores da interface de interacdo sdo desenvolvidos
para induzir a dimerizagdo da PD-L1. Em geral, essas moléculas possuem uma estrutura
bem definida e possuem o grupamento bifenil como nucleo de interagdo com o dimero.
A estabilidade é garantida pela compactacéo hidrofébica (BAILLY; VERGOTEN, 2020;
GANESAN et al., 2019; SHI et al., 2018). A empresa Bristol-Myers Squibb (BMS) ¢
pioneira no desenvolvimento de ligantes para a regido de interface, possuindo diversos
compostos em estudo, como as moléculas BMS-202, BMS-8 (ZAK et al., 2016), BMS-200,
BMS-37 (GUZIK et al., 2017), BSM-1001 (SKALNIAK et al., 2017), BMS-936559 (SHI et
al., 2018), BMS-105 (PERRY et al, 2019) e BMS-1166 (MUSZAK et al, 2021),
exemplificados na Figura 4. Algumas dessas formulagdes apresentam citotoxicidade,

sendo uma limitacdo na encontrada durante os ensaios clinicos.

Figura 4 — Pequenos ligantes bloqueadores de PD-L1 desenvolvidos pela empresa
Bristol-Myers Squib (BMS).
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Fonte: Adaptado de LIN et al., 2020. Em vermelho esté& destacado o grupamento bifenil.

Entretanto, existe uma série de variagOes estruturais baseadas no grupamento
bifenil, inclusive desenvolvidas por diferentes empresas, conforme pode ser visto na
Figura 5. Todas se baseiam na constru¢do de um centro aromatico capaz de induzir a
dimerizacdo e todos os ligantes interagem primordialmente com os residuos Tyr56,
Argl13, Metl15 e Tyr123.



Figura 5 — Estrutura geral de compostos patenteados como bloqueadores da via PD-
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De fato, existem limitacdes acerca da aprovacao do uso de pequenos ligantes.
Algumas dessas moléculas podem apresentar promiscuidade ou duvidas em relacdo a
interacdo com a via, como é o caso do CA-170. Existem contradi¢des quanto a eficacia
do CA-170 e indicios de que a molécula ndo interage com a PD-1 ou PD-L1 (MUSIELAK
etal., 2019; SHAABANI et al., 2018).

1.3 Problematizacéo

Tendo em vista a PD-L1 como alvo farmacoldgico, entende-se que existem
certas problematicas no desenho de novos bloqueadores para a proteina. E evidente que
0s anticorpos ainda possuem um grande potencial a ser explorado. Entretanto, o
desenvolvimento de novos mABS, apesar de parecer a estratégia mais proxima do sucesso
— visto que todas as moléculas aprovadas sdo dessa classe — esté ligado a uma série de
limitacdes, como imunogenicidade causada por multiplas dosagens ou a indugdo de
efeitos adversos imuno-relatados, que podem provocar lesdes cutaneas, inflamacéo
(pneumonite e miosite) e trombocitopenia imune. Apesar da eficacia da aplicacdo de
anticorpos monoclonais, a maior problematica do uso é que apenas uma pequena parcela
dos pacientes respondem ao tratamento, dependendo do tipo de cancer (LEE et al., 2016;
LIN et al., 2020; SHAABANI et al., 2018).

Anticorpos também possuem limitacbes farmacocinéticas, como baixa
penetrabilidade nos tecidos, tempo de meia-vida longo (que é a provavel causa dos efeitos
adversos imuno-relatados) e baixa biodisponibilidade oral. Além disso, outras questdes
surgem na producdo dessas biomoléculas. A producdo heteréloga de proteinas exige um
ambiente controlado e o uso de plataformas seguras, livre de contaminante. Geralmente
essas plataformas sdo células de mamiferos, que demandam grandes volumes de meios
de cultura complexos e de alto custo. A producdo também é um problema em termos de
escalonamento, exigindo tecnologias avancadas e investimento de maquinarias
complexas (SCHMIDELL et al., 2001). A producdo de anticorpos é de grande
complexidade, o que reflete no alto valor de mercado do produto (BECKMAN;
WEINER; DAVIS, 2007; SCHWEIZER; SERNO; GOEPFERICH, 2014).

A busca por pequenos ligantes inibidores para PD-L1 é um estratégia
complementar para contornar 0s problemas inerentes aos anticorpos. Essas moléculas
possuem caracteristicas farmacocinéticas que conferem certas vantagens, como a alta
penetrabilidade nos tecidos, um tempo de meia-vida curto, podem ser administradas pela
via oral, além do processo de sintese ser mais barato do que o dos anticorpos e

escalonavel.
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Pequenos ligantes podem ser usados como quimioterapicos para o tratamento
de tipos de cancer de alta taxa de mutagdes somaéticas. Conforme discutido no tdpico
1.2.2, muitos grupos de pesquisa e empresas ja vislumbram essa possibilidade desde o
inicio das pesquisas com a via de checkpoint imunolégico. De fato, ja estd publicado
quais grupamentos quimicos possuem melhor desempenho visando a regido de interface
de PD-L1 (Figura5).

Focando no uso voltado para a PD-L1, a grande problemética para os
pequenos ligantes € o sitio alvo. As regides de interacdo proteina-proteina possuem
caracteristicas fisico-quimicas desfavoraveis para a interacdo com pequenas moléculas —
a interface planar e hidrofébica tem poucos pontos de ancoragem (Figura 6), diferente de
um pocket concavo, que pode rodear a molécula e criar um microambiente de carga e
polaridade ideais para garantir a afinidade (BEGLOV et al., 2018). Assim, a investigacédo
de novas cavidades e o desenho racional de moléculas se mostram como necessidades

para enriquecer a diversidade de farmacos disponiveis.

Figura 6 — Bloqueio da regido de interface proteina-proteina da PD-L1 pelo ligante
BMS-202.

Fonte: Adaptado de YANG; HU, 2019. PD-L1 representada em cinza (PDB ID 5J89), com 0s
hotspots de interacdo destacados em amarelo. BMS-202 representado em verde (stick). Superficie
colorida em vermelho, branco e azul, representando regides hidrofilicas, neutras e lipofilicas,
respectivamente.

1.4 Novas estratégias de modulacéo proteica — busca por sitios cripticos

O desenvolvimento de inibidores para a PD-L1 atualmente explora
especificamente a regido de interface com a PD-1, de modo que as estratégias para
desassocia¢do do complexo PD-1 — PD-L1 se baseiam, até entdo, no bloqueio fisico das

proteinas. E um sitio saturado, mas com pouca informagcao sobre a rede de interacdes com
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outras partes da proteina. Apesar de ndo haver indicios de que a PD-L1 sofre modulagéo
alostérica, podem existir cavidades ainda inexploradas na superficie da proteina que
ampliem as opc¢Oes disponiveis para proposicao de ligantes que modulem o papel da
proteina nas condicGes de superexpressdo da PD-L1.

Tais cavidades podem ser sitios cripticos, pequenos pockets oclusos que
possuem baixa interacdo com o meio (solventes e ions) na proteina em sua forma nao-
ligada. Geralmente se encontram distantes do sitio ativo da proteina e sdo expostos apos
uma mudanca conformacional induzida por ligante, seja diretamente com o sitio ou
indiretamente, em regides adjacentes (Figura 7). E uma alternativa adotada para modular
alvos biologicos relevantes, mas que ndo sdo passiveis de regulacdo pelas vias
convencionais (BEKKER et al., 2021; COMITANI; GERVASIO, 2018; VAIDA et al.,
2018).

Figura 7 — Representacdo da abertura de um sitio criptico.

Sitio
Criptico

Fungio secundaria
ou
Regulacgio alostérica

Fungio primaria

Fonte: Elaborado pela autora. As esferas representam uma proteina monomérica. A regido colorida
em verde representa o sitio ortostérico da proteina. A por¢do em vermelho representa os residuos do
sitio criptico.

O problema com esse tipo de cavidade é a limitacdo na deteccdo dessas
regibes e compreensdo dos mecanismos envolvidos. A maior parte dos sitios cripticos
descritos experimentalmente foram encontrados de modo inesperado, por vezes através
da interacdo da proteina com o solvente ou ligante durante o processo de cristalizagédo
(BEGLOV et al., 2018). Em compensacao, sitios cripticos tém sido propostos e descritos
com precisdo por intermédio das ferramentas computacionais. O estudo in silico das
estruturas permite compreender as mudancas conformacionais na proteina em escalas
nanométrica, com alta resolucdo e acuracia, principalmente pelo uso da dinamica
molecular com cossolvente (MixMD) (BEGLOV et al., 2018; UNG et al., 2016).
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1.5 Téecnicas computacionais

A biologia computacional é uma area de grande contribuigdo para a pesquisa
com biomoléculas, que permite acompanhar processos biolégicos com precisdo e
acuricia. Técnicas computacionais envolvidas nessa &rea permitem transpassar
limitacbes metodoldgicas encontradas em tecnicas experimentais. Toma-se como
exemplo a modelagem de proteinas de dificil cristalizacdo, a predicdo da interacdo
proteina-ligante a nivel atbmico ou acompanhar a dindmica de uma proteina (ou um
conjunto de proteinas) em solvente explicito. Desta forma, as ferramentas in silico séo
uma opcao viavel a previsdo do comportamentos de sistemas complexos, que possuem
estudo limitado por meio de outras técnicas, o0 que tem servido na integracdo de dados e
barateamento de custos (VERLI, 2014).

A simulacéo de dindmica molecular (DM) é uma excelente alternativa para o
estudo de sitios cripticos. A DM permite a flexibilizacdo do sistema através do calculo de
campos de forca, vibracdo das moléculas, ligacdo dos atomos e outros descritores que
regem as interacOes interatbmicas. Através desta técnica é possivel acompanhar o
movimento de abertura e fechamento de regifes oclusas e entender a flutuagéo estrutural
dentro de um periodo (MOMTAZ; POSTOW, 2014). As simula¢des sao realizadas de
modo a mimetizar as condi¢cGes ambiente em que a proteina esta naturalmente inserida,
como densidade e volume dentro das condigdes normais de temperatura e pressao, assim
como concentracdo adequada de ions e pH semelhante ao fisioldgico.

Como a exposicdo de sitios cripticos demanda a presenca de ligantes, tem-se
observado a adoc¢do de simulacdes na presenca de sondas organicas, também chamado
cossolvente (MixMD) (BANSIA et al., 2021; BEKKER et al., 2021; COMITANI;
GERVASIO, 2018; VAJDA et al., 2018). Esse tipo de técnica permite que pequenas
moléculas explorem a superficie da proteina gradativamente, induzindo alteracGes
estruturais e rearranjo das ligacdes, favorecendo a exposicao de cavidades oclusas. Dentro
da problematica do cancer, a busca por novas cavidades em PD-L1 se mostra uma
alternativa para o uso de pequenas moléculas para a modulagéo da proteina, de modo que
este trabalho pode contribuir com novos achados para a area de desenvolvimento de

farmacos.

1.6 Hipotese

O céncer é um problema prioritario de sadde publica. As caracteristicas
intrinsecas da doenca refletem na problematica do diagnostico precoce e no tratamento

adequado, de forma que cada tipo de tumor exige um estudo prévio que permita a adogao
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de medidas especificas para o0 seu tratamento. Nesse contexto, novas abordagens de
tratamento, como as imunoterapias, tém surgido como alternativa aos tratamentos
convencionais, visando aumento da eficicia do tratamento e seguranca ao paciente.
Dentre as imunoterapias, tem-se dado grande destaque ao bloqueio da via de checkpoint
imunologica PD-1-PD-L1.

Dado o alto custo de producdo, baixa penetrabilidade de tecidos e
imunogenicidade de anticorpos, observa-se a oportunidade do uso de pequenas moléculas
como uma alternativa viavel. Séo facilmente escalonaveis, possuem alta penetrabilidade
nos tecidos, podem ser administradas por diferentes vias de acesso e sdo mais faceis de
alcancar o sistema puablico de salde.

As pequenas moléculas desenvolvidas para bloqueio da PD-L1 s&o todos
voltados para a regido de interface, porém, o formato planar e a prevaléncia de residuos
hidrofobicos dessa regido dificulta o desenvolvimento de novos ligantes. Assim, sitios
cripticos se tornam uma alternativa para a proposi¢do de novos moduladores. Frente a
isso, este trabalho teve como hipdtese que a interagcdo-chave da via PD-1 — PD-L1 pode
ser modulada por meio de pequenas moléculas que se liguem em sitios localizados fora
da regido de interface. Para este fim, a estratégia adotada neste trabalho foi o uso de
ferramentas computacionais como forma de estudar todo o processo, inicialmente
destrinchar a superficie proteica em busca de novas cavidades, bem como predizer a
estabilidade e flutuacdo da regido apds contato com o ligante e o solvente e sugerir novos
ligantes para a regido alvo que possam induzir efeitos negativos na regido de interface
com PD-1.

De fato, a busca por novas cavidade se revela como uma alternativa mediante
0 panorama atual de farmacos desenvolvidos para PD-L1. Um novo sitio criptico para a
proteina possibilita a variabilidade de estratégias desenvolvidas para o blogqueio da via de
checkpoint imunolégico e contribui para que possam ser desenvolvidos novas alternativas

para o tratamento de doencgas oncologicas.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi descrever um novo sitio criptico para a proteina

PD-L1, propor o redirecionamento de um ligante como potencial modulador e avaliar o

efeito deste na interagcdo com a PD-1.

2.1 Objetivos especificos

a)

b)

d)

f)

Descrever as alteragdes conformacionais em PD-L1 induzidas

pela interagdo com cossolvente;
Identificar novos sitios de interacdo para PD-L1;

Descrever as caracteristicas intrinsecas da nova cavidade

selecionada como sitio criptico;

Identificar ligantes de alta afinidade para interacdo no sitio
criptico;
Descrever a influéncia da abertura da cavidade na regido de

interacdo proteina-proteina;

Descrever influéncia da presenca do ligante na cavidade para a
interacdo PD-L1 — PD-1.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Simulagdo de dindmica molecular com cossolvente
3.1.1 Parametrizagdo das sondas organicas

A simulagdo de dindmica molecular (DM) é uma técnica de grande
importancia no estudo de macromoléculas, que permite acompanhar o comportamento de
sistemas a nivel atdmico (VERLI, 2014). A DM consiste no calculo de movimentos
atdbmicos como estiramento, tor¢des e rotacdes, tendo como base a adogdo dos principios
da mecanica classica. Dessa forma, € possivel acompanhar eventos moleculares como
interagdo entre proteina e ligante ou calcular a energia de interagdo entre biomoléculas,
no decorrer de uma fracdo temporal. O principio da DM se baseia na ado¢do de campos
de forca para o calculo da trajetoria, que podem ser descritos um conjunto de funcdes
matematicas para parametrizar o comportamento dos atomos, como informacdes de carga
e massa, atreladas a informacdo da vibracdo das moléculas e ligacdo entre os atomos
(GHANAKOTA,; CARLSON, 2016; MAIER et al., 2015). No conjunto geral, a
simulacdo de dindmica molecular permite definir um ambiente quimico com condicdes
de densidade e pressdo de acordo com o0 encontrado na natureza. O pH — mais
precisamente, o estado de protonacdo dos residuos — e a concentracéo salina também sdo
termos que podem ser definidos para se assemelhar com o fisiologico (VERLI, 2014).

O uso de simulacBes com cossolvente (MixMD) tem sido amplamente
adotado para busca de novas cavidades em uma série de estudos, principalmente na busca
de sitios cripticos (BANSIA et al., 2021; BEGLOV et al., 2018; BEKKER et al., 2021;
COMITANI; GERVASIO, 2018). Para este trabalho foram escolhidas cinco sondas

organicas com diferentes caracteristicas quimicas, conforme pode ser visto na Tabela 3.

Tabela 3 — Perfil de interacdo das sondas organicas.

Sonda organica Perfil quimico Residuo mimético
Acetato (ACT) Negativamente carregado Acido aspartico
Benzeno (BEN) Aromatico nado polar Fenilalanina
Imidazol (IM1) Aromético heterociclico Histidina
N-metil-acetamida (NMA) Alifético polar Cadeia prlpupal de
proteinas
Fenol (PNL) Aromatlco,' doadAor'/aceptor de Tirosina
hidrogénio

Fonte: Elaborado pela autora.

Nas concentracBes corretas, as sondas organicas possuem liberdade para
interagir com toda a proteina de maneira uniforme, dessa forma, a concentragéo utilizada
foi 0,2 M (GHANAKOTA; CARLSON, 2016; UNG et al., 2016). A estrutura
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tridimensional dos cossolventes foi obtida no banco de moléculas PubChem (KIM et al.,
2019; WANG et al., 2009) e as cargas parciais foram derivadas através do programa R.
E. D. Server (VANQUELEF et al., 2011) pelo método de derivacéo de cargas Restrained
Electrostatic Potential (RESP) (CORNELL et al., 1993).

A obtencdo dos arquivos de topologia e coordenada das moléculas de acordo
com o padrao interno do programa Amber 18 (CASE et al., 2005) foram realizada pelas
ferramentas Antechamber e tLEaP (SALOMON-FERRER; CASE; WALKER, 2013) ,
com base no campo de forca General Amber Force Field 2 (gaff2) (VASSETTI;
PAGLIAI; PROCACCI, 2019).

3.1.2 Selegéo da estrutura proteica

A escolha da estrutura teve como base uma analise da plasticidade estrutural
feita por Ahmed et al (AHMED; BARAKAT, 2017) que mostrou a discrepancia entre a
pose da PD-L1 co-cristalizada com o nanocorpo KNO035 (cddigo 5JDS, resolucédo de 1,70
A) com as demais estruturas depositadas no Protein Data Bank (PDB). Assim, para a
simulacdo com cossolvente, foram removidos o nanocorpo e demais heterodtomos do
arquivo, sendo selecionado apenas o dominio IgV da PD-L1 humana (BERMAN et al.,
2000; ZHANG et al., 2017). O estado de protonacdo dos residuos foi determinado através
do servidor PDB2PQR — PropKa, com base no pH fisiologico (7,4) (ROSTKOWSKI et
al., 2011). Os residuos &cidos e basicos foram mantidos na sua forma carregada. Para a
proteina foi adotado o campo de forca ff14SB (MAIER et al., 2015). As extremidades da
proteina foram capeadas com o0s grupos N- e C-terminais (ACE e NME) e ndo foi

necessario realizar nenhuma correcdo de mutacao na sequéncia.

3.1.3 Preparo dos complexos e protocolo de rotina das simulagdes

A proteina foi solvatada com agua TIP3P (JORGENSEN et al., 1983), com a
concentracdo salina semelhante ao fisioldgico (0,16M) e concentracdo de 0,2M de
cossolvente. A ferramenta Packmol (MARTINEZ et al., 2009) foi utilizada para realizar
a distribuicdo aleatoria dos componentes em torno da proteina, centralizada em uma caixa
com arestas a pelo menos 15 A de qualquer atomo da proteina em cada uma das trés
dimensGes. O programa tLEaP foi usado para gerar 0s arquivos iniciais de trajetéria e
coordenadas para performance das simulagdes no Amber18.

A construgdo dos sistemas para execucdo das simulacbes em solvente
explicito precisa passar por um tratamento previo que envolve a relaxagdo do sistema, o
aquecimento lento — que impacta na velocidade inicial dos atomos — e a equilibragdo da
densidade e do volume da caixa (CERUTTI; CASE, 2019).
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Inicialmente, o gradiente de minimizacdo dos sistemas foi realizado em
quatro etapas, (1) 7000 passos para acomodacao das moléculas de agua, com restricao de
500 kcal.mol™.A2 nos demais componentes do sistema; (2) 7000 passos para ajuste dos
fons, com restricdo de 500 kcal.mol*.A2 no cossolvente e na proteina; (3) 7000 passos
para acomodacdo do cossolvente, com restricio de 500 kcal.mol*.A na proteina; (4)
20000 passos sem restricdo para relaxacdo de todo o sistema. Os sistemas foram
aquecidos gradativamente durante 160 ps para a temperatura de 310 K e estabilizados
nesta temperatura durante 40 ps a volume constante (ensemble NVT). O procedimento
ocorreu com restri¢do da proteina e cossolvente sob constante de forca 10 kcal.mol™*.A
e adocdo do termostato de Langevin. O ajuste de densidade ocorreu por 500 ps com
restricdo de 10 kcal.molt.A? na proteina e cossolvente, seguido da equilibragdo da
pressdo do sistema (ensemble NPT, 1 atm) com barostato Monte Carlo e sem restri¢Ges,
durante 5 ns. A producdo das simulacbes foi executada sob temperatura e pressdo
constantes de 310 K e latm, respectivamente. A técnica de reparticdo de massa do
hidrogénio (do inglés, Hydrogen Mass Repartitioning) (HOPKINS et al., 2015) foi
utilizada para possibilitar um timestep de 4 fs, otimizando a capacidade de
processamento. Foram realizadas dez replicatas de 50 ns para cada cossolvente adotado,
somado com dez replicatas de um sistema adicional, sem cossolvente, como controle
negativo das simulacGes. Além disso, a replicata cujo benzeno teve melhor estabilidade
de interacdo foi estendida para 500 ns, como forma de avaliar a permanéncia das ligacdes

realizadas.

3.2 Simulagéo de dindmica molecular acelerada gaussiana

A dindmica molecular acelerada gaussiana € um método de amostragem
conformacional que permite a suavizacao do potencial energético através de uma funcéao
harménica (MIAO; FEHER; MCCAMMON, 2015). A GaMD permite 0 aumento
amostragem sem aplicar restricbes e sem a necessidade de predefinir coordenadas de
reacdo. Os parametros adotados durante a equilibracdo do sistema foram os mesmos
adotados nas dinamicas convencionais (cMD). O método escolhido utiliza a aplicagdo do
impulso na energia potencial total e de diedro (dual-boost). A linha de corte para 0s
valores de energia foi E = Vmax (sendo E uma energia referéncia e V o potencial maximo
do sistema) e o valor maximo de desvio padréo para os dois potenciais aplicados foi de
6,0 kcal/mol. Apos a etapa final da equilibracdo, é necessario realizada uma etapa
adicional para extracdo do potencial energético aplicado durante a producdo da GaMD.

Nesta etapa, 0 nimero de passos iniciais para a cMD foi de 1.000.000, sendo 750.000
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passos utilizados para o preparo da cMD. A aplicacdo da dinamica acelerada gaussiana
nessa etapa foi realizada por 12.500.000 passos, cujo 750.000 foram utilizados para a
preparacdo. A energia e o desvio padrdo foram calculados a cada 250.000 passos. Apos a
extracao das energias, a producdo da GaMD foi feita por 50.000.000 (200 ns) e o célculo
da energia e desvio padrdo foram feitos a cada 5.000 passos. Para cada sistema foram

feitas trés replicatas.

3.3 Andlise de trajetdria

A visualizagao dos sistemas foi realizada através do programa UCSF Chimera
(PETTERSEN et al., 2004) e o VMD (do inglés, Visual Molecular Dynamics)
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) foi utilizado para analise visual interativa
das trajetérias. A flexibilidade e variacao estrutural da PD-L1 e das sondas ao longo das
simulacfes (descritos nos subtdpicos) foram analisados com o auxilio do pacote de
ferramentas implementado no Ambertools, 0 CPPTRAJ (ROE; CHEATHAM, 2013).

3.3.1 Desvio quadratico médio (RMSD)

O RMSD reflete a variacdo estrutural do conjunto de frames adotada durante
as simulagdes. A avaliacdo é feita com base em uma referéncia, que nesse trabalho foi a
pose cristalografica da 5JDS, que corresponde a estrutura inicial dos sistemas (pré-
equilibracdo). Foram selecionados os &tomos pesados da cadeia principal da proteina para

a analise.

3.3.2 Flutuacdo média quadratica (RMSF)

O RMSF calcula a média geral da posicdo atbmica para todos os frames da
selecdo, fornecendo entdo o valor médio da flutuacdo estrutural por residuo. Foi adotado
para compreensao da mobilidade geral dos sistemas e compara¢do com b-factor do cristal.
Para andlise, a estrutura de cada frame da trajetdria foi previamente alinhada em relacao
a estrutura de referéncia, de modo a eliminar os efeitos de rotacao e translacdo do sistema.

Foram considerados apenas os &tomos pesados para os calculos.

3.3.3 Analise dos contatos ndo nativos

A formacéo de novos contatos durante a simulagéo é a informacéo primordial
para descri¢do geral das interacdes realizadas entre as sondas e a proteina. Considera-se
contatos nativos as interagcdes pontuadas no primeiro frame do conjunto, assim, para
acompanhar a formacéo de novos contatos foram analisadas as interagdes ndo nativas.

Esse parametro é extraido ao longo do tempo, para cada residuo e fornece o numero total
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de contatos — interacdo com uma sonda ou mais, consecutivamente — assim como o valor
dos contatos consecutivos e a media de contatos. A distancia méxima para pontuacéo foi
4 A e a definicdo dos hotspots de interacdo levou em conta apenas os contatos

consecutivos.

3.3.4 Analise de componente principal (PCA)

A PCA é uma técnica de reducdo de dimensionalidade que realiza a
transformacdo das coordenadas da proteina em uma série de vetores, chamado
componente principal (PC). Os componentes expressam 0s conjuntos de maior variagéo
das coordenadas e projeta uma matriz bidimensional nos eixos de abcissas e coordenadas
(WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987). Para andlise da cavidade foram selecionados 0s
atomos pesados dos residuos Trp57, Met59, 1le64, 1le65, Tyr81, Arg84, Ala85, Lys87,
Leu99, lle101, Aspl08 e Tyrll2. A PCA da interface de interacdo PD-1 — PD-L1
considerou os residuos Ala52, lle54, Tyr56, Asp6l, lle64, GIn66, Vallll, Argll3,
Met115, Alal21 e Tyrl23.

3.3.5 Clusterizacao

Aplicado no contexto da biologia estrutural, o agrupamento (clusterizagdo) é
uma técnica de analise de dados que permite explorar a variacdo estrutural das
conformac@es obtidas na simulacéo de dindamica molecular (SEIF, 2018). Essa analise foi
realizada para agrupar as poses do benzeno na cavidade e para avaliagdo das
conformacdes adotadas pela cadeia lateral dos residuos do sitio. O algoritmo k-means foi
utilizado para agrupamento dos conjuntos de dados, adotando um namero de iteracdes
méaximo como 500 e tomando como base métricas de distancia (RMSD). O frame inicial

foi escolhido aleatoriamente e a anélise foi realizada a cada dez frames.

3.3.6 Analise do volume das cavidades

O programa Fpocket (LE GUILLOUX; SCHMIDTKE; TUFFERY, 2009) foi
utilizado para determinar o volume das cavidades na proteina. O protocolo adotado foi
especifico para detecgdo de pequenas cavidades (-m 2.8 -M 5.5 -i 3 -n 2), através do
modulo mdpocket, que projeta a informacdo ao longo da simulagdo utilizando um

algoritmo Monte Carlo, baseado em mosaico de VVoronoi (KIM et al., 2008).

3.4 Triagem virtual de moléculas

A interacdo receptor/ ligante &€ um evento fundamental para o controle dos

processos metabolicos, de forma que o entendimento sobre esse fendmeno é de grande
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importancia para a compreensdo dos mecanismos celulares envolvidos na propagacéo de
informacdo (ZHOU; RIVAS; MINTON, 2008). O docking molecular (também conhecido
como atracamento molecular) € uma técnica computacional de alta resolucao que permite
a visualizacao do modo de interacdo entre proteinas e ligantes de diferentes classes, como
pequenas moléculas e proteinas, assumindo um papel de grande importancia para o
planejamento racional de farmacos (BAEK et al., 2021; KITCHEN et al., 2004). O
calculo do docking se baseia em duas etapas distintas, (1) a geracéo das poses de interacéo
do ligante, baseado na variacdo dos graus de liberdade da molécula e nas interacdes
realizadas entre a molécula e a cadeia lateral dos residuos, seguido da (2) predicdo da
afinidade e classificagdo das estruturas por meio de fungdes de scoring. Essas fungdes
refletem a probabilidade de a pose ser representante do modo de ligacao real (SHAN et
al., 2011; VERLI, 2014). Uma rotina de docking leva em consideracao a flexibilidade
apenas do ligante e assume uma conformacéo rigida do receptor, visando a reducdo do
custo computacional exigido. Essa limitacdo pode ser contornada adotando abordagens
como o ensemble docking, que leva em conta o uso de diversas poses da proteina contra
os célculos de docking (SCIOR et al., 2012).

3.4.1 Preparo do banco de moléculas

As estruturas tridimensionais das moléculas utilizadas na triagem virtual
foram obtidas pela base de dados Drugbank (WISHART et al., 2018), na extens&o .sdf.
Dentre as estruturas disponiveis, foi selecionado apenas o repositério de moléculas
aprovadas pelo FDA, que abrange um total de 1759 ligantes, de forma que nao houve
necessidade de filtrar os ligantes conforme as regras de Lipinski ou realizar predicao
ADMETox em etapas futuras. O programa Open Babel (O’BOYLE et al., 2011) foi
utilizado para converter as estruturas para a extensdao .pdbqt — formato exigido pelo

programa de docking — com estado de protonacdo definido em pH 7,4,

3.4.2 Selegéo das poses de docking

As etapas de docking receptor-ligante foram realizadas assumindo a
abordagem semi-flexivel, o que implica que o receptor adota uma conformagéo rigida
representativa e o ligante é flexibilizado dentro da caixa de selegdo para o célculo. O
ensemble docking foi a abordagem selecionada para aumentar a variabilidade de poses da
cavidade estudada e melhorar a acuracia da selecdo de moléculas.

Dessa forma, foi realizada a filtragem dos frames que possuiam a cavidade
no estado aberto e posteriormente realizada uma PCA dos residuos da cavidade (descritos

no topico 3.2.4) para selecdo de seis estruturas representativas para o conjunto. As
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estruturas foram convertidas para a extensao pdbqt no Autodock tools (MORRIS et al.,

2009) levando em conta apenas os residuos polares.

3.4.3 Rotina de docking

O programa Quickvina 2 (ALHOSSARY et al., 2015) foi utilizado para
realizar a triagem de moléculas. A caixa foi centralizada no sitio criptico alvo (x = 7.388,
y = 2.479 e z = -5.45) e teve como dimensdes de aresta os valores 14 x 18 x 16 A para os

eixos X, y e z. O valor de exaustividade (do inglés, exhaustiveness) adotado foi 12.

3.4.4 Selecdo das moléculas ativas

A escolha dos candidatos mais promissores se iniciou com o0 ranqueamento
dos ligantes, baseado nos valores de energia de afinidade preditos pelo Quickvina2.
Conforme supracitado, foi realizado um ensemble docking como forma de avaliar a
interacdo entre o ligante e a regido alvo, considerando a flutuagéo natural da regido. Dessa
forma, para cada ligante foi feita a média dos valores de energia obtidos nas seis estruturas
submetidas. Em paralelo, como forma de considerar ligantes com interacfes mais fortes,
foram contabilizadas as ligacGes de hidrogénio, de modo as poses que nao realizaram esse
tipo de interacdo de carater mais forte tiveram seu valor de energia zerado. Os 200
melhores candidatos ranqueados sob esses critérios foram selecionados para a analise
visual, que por sua vez levou em consideracdo a complementaridade quimica da molécula
na cavidade, bem como grupamentos apolares alocados no interior da cavidade ou o

posicionamento de grupamentos carregados ou polares voltados para o solvente.

3.5 Calculo de energia livre de interacdo (MM/GBSA)

Como forma de mensurar a energia de interacdo entre a PD-1 e a PD-L1 nos
diferentes complexos, utilizou-se 0 método MM/GBSA (do inglés, Molecular Mechanics
| Generalized Born Surface Area) calculado pelo MMPBSA.py, implementado no
Amber21l (MILLER et al., 2012). A energia de interagdo foi calculada durante a
simulacdo individualmente para cada frames, espacados a cada 2 ps. A molaridade da
concentragdo salina foi definida no valor de 0,1 M e os demais parametros foram adotados
o default do programa. Para a anélise foi necessaria a obtengédo dos arquivos de topologia
do receptor e ligante livre, bem como a excluséo de ions e agua do complexo original,
para isso, foi utilizado o script ante-MMGBSA.py (MILLER et al., 2012), disponivel no

AmberTools.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliagdo da eficiéncia da técnica

O uso da dindmica molecular com cossolvente j& foi amplamente aplicado
para exposi¢do de sitios cripticos e outras cavidades em geral. Dentre os pardmetros
utilizados para a avaliacdo da performance da técnica, a estabilidade da proteina e o
namero de contatos realizados entre as sondas e a cadeira lateral s&o dois critérios iniciais
importantes, determinados pela concentracdo de cossolvente adotada para o sistema.
Cossolventes apolares em concentracdo em torno de 1 M (alta concentragdo) podem
apresentar tendéncia para agregar ou promover a desnaturacdo de sistemas proteicos. De
forma oposta, sondas misciveis em agua presentes em baixas concentracdes apresentam
pouca eficacia e um somatorio de interacbes com a proteina ineficiente para exposicédo de
sitios (GHANAKOTA; CARLSON, 2016; UNG et al., 2016).

4.1.1 Estabilidade proteica

Inicialmente, o desvio quadratico médio (RMSD) foi utilizado para avaliar a
estabilidade da proteina ao longo da simulacdo, conforme pode ser observado na Figura
8 Foram selecionados os atomos pesados da cadeia principal, levando em consideracdo
todos os residuos da PD-L1.

Figura 8 — Variagdo do RMSD ao longo das simulagdes de PD-L1 com cossolvente

— H20
ACT
— BEN
— Ml
— NMA
PLN

T T T T T T T T T
R1T R2Z R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10

Replicata

Fonte: Elaborada pela autora. As replicatas para cada sistema estdo dispostas consecutivamente. As
cores representam cada sistema, sendo a &agua, acetato, benzeno, n-metil-acetamida e fenol
representado pelas cores azul, roxo, turquesa, verde, vermelho e laranja, respectivamente. A linha
tracejada indica a linha de corte para indicar sistemas estaveis.

De forma geral, 0 RMSD observado para todas as replicatas se manteve
abaixo de 2,5 A, valor de referéncia na literatura adotado para descrever sistemas

controlados (BOLHUIS, 2006). Isso demonstra que a presenca do cossolvente néo
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desestabilizou a conformacdo proteica durante os 50 ns e grandes mudancas nao foram
observadas dentro da faixa de selecdo, como esperado. E importante destacar que a
variacdo da cadeia principal entre o sistema controle (com apenas &gua e ions) e 0s
sistemas com cossolvente é bastante semelhante, o que corrobora com a informacéo
anterior.

A analise de RMSD é uma descricdo limitada, que reflete a relacdo dos
residuos selecionados como um todo, o que impossibilita visualizar regides mais rigidas
ou flexiveis da proteina. Para entender a influéncia exercida por cada residuo da PD-L1
e especificar quais destes foram mais significativos na flutuacéo da proteina foi realizado
uma andlise do RMSF (Figura 9 —

Figura 9 — Flutuacdo quadratica média dos atomos pesados da PD-L1.
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Fonte: Elaborado pela autora. Em cinza estdo destacadas regides das alcas BC (42-53) e C’D (73-84)

presentes na proteina. Cada replicata esta representada com diferentes escalas de saturacdo dentro da
mesma cor.

As algas BC (residuos 42-53) e C*’D (residuos 73-84) — destaque em cinza

na Figura 9 —s&o as regides de maior flutuacéo durante a simulacéo, o que j& era esperado,
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visto que sdo regides conhecidamente mais flexiveis por serem ricas em glicina
(LEHNINGER, 2009). Em geral, a flutuacdo da posicdo atdbmica da PD-L1 possui um
padrdo muito semelhante entre os diferentes sistemas. Em comparagdo com a agua, 0S
sistemas com cossolvente possuem o deslocamento da vibracdo em algumas partes da
proteina, como é possivel observar um acentuamento do pico nas imediac¢des do residuo
62 (regido de fita antiparalela) para duas replicatas do benzeno (Figura 9.B). O sistema
de maior variacdo entre as replicatas foi o benzeno. Uma explicacdo para esse
comportamento vem das caracteristicas quimicas da sonda. Por ser apolar e aromatico, o
benzeno interage bem com a superficie da PD-L1, que € predominantemente apolar.

Como forma de validar o comportamento observado na flutuagéo da proteina,
a Figura 10 traz as informac6es sobre o fator de deslocamento (b-factor) para cada atomo
do cristal de PD-L1. O padrdo de vibracdo da estrutura cristalografica é analogo ao
comportamento observado na Figura 9. Durante as simulag¢bes, os pontos de maior
flutuacdo estdo presentes nas al¢as, assim como regies secundarias como o residuo 62 e
0 120 se destacam nos graficos. Comparado ao RMSF, o b-factor possui mais pontos de
vibracdo na proteina, o que pode ser reflexo do efeito da desordem do cristal (VERLI,
2014).

Figura 10 — Fator de deslocamento da porcéo IgV do cristal 5JDS.
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Fonte: Elaborado pela autora. Em cinza estdo destacadas as regides correspondentes
as algas BC (42-53) e C’’D (73-84).

4.1.2 Analise de contatos entre sonda-proteina
O entendimento do modo de interacdo entre a proteina e os diferentes tipos
de sonda ¢ a parte inicial e central da busca por novas cavidades. Como citado no topico

anterior, a concentragdo molar é o fator que determina o ambiente ideal para exploracéo

de novas conformagdes da cadeia lateral sem que prejudique a estabilidade proteica. Em
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paralelo, é necessario filtrar quais sdo os contatos duradouros e efetivos — futuramente
chamado de hotspot — para que se possa definir um agrupamento de pontos de ancoragem.
Um sitio € formado por varios residuos que contribuem para formar um microambiente
favoravel para a interacdo com um ligante (PETSKO; RINGE, 2003). Assim, sendo cada
residuo um hotspot, um agrupamento dos hotspots (cluster) seria 0 mais proximo de
descrever uma regido de interacdo. Para a identificagdo desses hotspots sdo necessarios
que (1) estes tenham um ndmero alto de contatos consecutivos, para que se possa mapear
bem as regides de real afinidade com as sondas e (2) os hotspots encontrados precisam
ser mapeados também em outros tipos de sonda, para diminuir a chance da cavidade ser
um falso-positivo (GHANAKOTA; CARLSON, 2016). A importancia de analisar os
contatos consecutivos se da pelo entendimento que o tempo de contato realizado entre a
cadeia lateral da proteina e a sonda reflete diretamente na estabilidade da interacdo. E
uma forma de observar possiveis novas regifes de interacdo e fazer a triagem de novas
cavidades. A Figura 11 apresenta a combinagéo de todos os contatos realizados na PD-
L1, uma curva representativa para cada sistema. Corresponde, de forma geral a afinidade
que cada cossolvente tem pela superficie proteica, de forma que sondas como o fenol
(Figura 11, em laranja) possui alta afinidade pela superficie da proteina, ao passo que o
acetato (Figura 11, em lilas) tem preferéncia para interagir com o solvente e baixo acesso
a proteina.

Na curva laranja (fenol) é possivel observar que alguns contatos realizados
entre cadeia lateral e sonda chegam a quase 6000 frames consecutivos, 0 que representa
30ns de simulacdo. O fenol é uma sonda ciclica apolar capaz de fazer ligacdes de
hidrogénio, o que possibilita que ocorra interacdo com quase todos os residuos expostos
da proteina.

Os hotspots foram definidos de acordo com o ponto de inflexdo das curvas da
Figura 11. Inicialmente, foi definida uma linha de corte de 1000 frames consecutivos (5
ns de simulagéo) para a triagem dos pontos de ancoragem, um valor para ndo impor muito
rigor na selecdo, mas que pudesse separar 0 que era ruido e o0 que era propriamente
afinidade de interacdo. Dessa forma, todas as interagcbes que adotaram mais de 1000
contatos consecutivos foram analisadas visualmente e agrupadas de acordo com a
dindmica do modo de ligacdo. Alguns residuos realizaram contatos com mais de uma
sonda a0 mesmo tempo, isso explica o porqué dos sistemas fenol e benzeno poderem

acessar valores tdo altos.
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Figura 11 — Somatorio de contatos entre sonda/ residuo.
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Fonte: Elaborado pela autora. Os sistemas acetato, benzeno, imidazol, n-metil-acetamida e fenol estéo
coloridos em lilés, ciano, verde, vermelho e laranja, respectivamente. Em cinza esta representada a
linha de corte para os contatos esporadicos (baixa afinidade).

Os sistemas com acetato, por outro lado, possuem poucas possibilidades de
interacdo — a curva correspondente possui o ponto de inflexdo mais precoce, com menores
nimeros de interacdes pontuados, assim como também realiza poucos contatos
consecutivos. Isso se deve a competicdo entre o solvente e a superficie
predominantemente apolar da PD-L1 (AHMED; BARAKAT, 2017). O acetato € um
cossolvente carregado negativamente e possui preferéncias de interacao por poucos locais

na proteina.

4.2 Descricao de regides de interacdo para a PD-L1

Como visto no topico anterior, sondas polares, carregadas ou alifaticas
tiveram um desempenho inferior ao das sondas ciclicas apolares (benzeno e fenol). O
Apéndice 1 e a Figura 12 trazem a projecdo dos valores de contatos na estrutura da PD-
L1, em escala gradativa de cores quentes. O branco representa as regides que ndo tiveram
contato com o cossolvente, destacando regides de baixa afinidade. Residuos em vermelho
marcam o valor da linha de corte adotada de 1000 frames consecutivos (Figura 11). De
forma geral, a analise dos hotspots demonstrou dois comportamentos predominantes, (1)
regides de alto acesso na PD-L1 e (2) regides de baixo acesso, com indicacgdo de interacao

em poucas replicatas.



Figura 12 — Somatorio de interacdes entre o benzeno e a PD-L1.
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Legenda: Elaborado pela autora. Os contatos estdo marcados em escala de cores quentes, que varia entre o branco (sem contato), o amarelo (até 500 frames consecutivos) e o
vermelho (> 1000 frames consecutivos). Os residuos-chave para a interagdo da PD-L1 com a PD-1 estdo destacados em stick.
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Regides que se encaixam no primeiro caso descrevem areas expostas de
carater predominantemente apolar, aparecem em varias replicatas, mesmo que o padrao
varie entre as replicatas. A interface de interacdo proteina-proteina é um exemplo desse
comportamento, conforme pode ser observado na Figura 12. A representacao em stick na
imagem representa a regido-chave de interacdo com PD-1, caracterizada pelos residuos
Tyr56, Argl13, Met115 e Tyr123. Como € possivel observar, essa regido é bem acessada
em todas as replicatas do benzeno, mas também em determinadas replicatas do fenol,
imidazol e n-metil-acetamida (Apéndice 1).

As regides de alca também sdo bastante acessadas pelas sondas de carater
apolar. No caso do acetato houve grande preferéncia por residuos de arginina, glutamina
e lisina, como esperado, mas poucos pontos de acesso na proteina foram detectados
(Apéndice 1). Quando voltado para a busca de sitio criptico, esse tipo de comportamento
é desconsiderado. Um residuo por destacado em todas as replicatas e com valores altos
de contato € considerado promiscuo, de facil acesso, caracteristico de regides de grande
area acessivel ao solvente. Ja as regifes que se encaixam na segunda situacdo sao capazes

de descrever casos que se aproximam com o perfil de um sitio criptico.

Figura 13 — Destaque dos residuos para um novo sitio exposto através da interacéo

com benzeno.
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Fonte: Elaborado pela autora. Os contatos estdo marcados em escala de cores quentes, que varia entre
0 branco (sem contato), o amarelo (até 500 frames consecutivos) e o vermelho (> 1000 frames
consecutivos). Os residuos-chave que comp8em essa regido estdo destacados em stick.

A Figura 13 exemplifica um desses casos, onde é possivel observar as dez
replicatas do sistema com benzeno para um sitio composto pelos residuos Pro24, Lys25,
Tyr28, 11e38 e Glu39. A maioria das replicatas tiveram valores de contato abaixo da linha
de corte, considerados ruido, algumas dessas indicaram valores suaves para 0s residuos

mais externos — Pro24 e Glu39 (coloridos em amarelo). Porém, a regido foi fortemente
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acessada por duas replicatas (em vermelho), sugerindo que um evento especifico para os
dois casos foi responsavel pela abertura dessa regido, ndo acessada em outras replicatas
ou outros sistemas com cossolvente. O evento representado nesse sistema resultou da
quebra de ligacdo cation-n entre a Lys25 e a Tyr28, causada pela interacdo com a sonda.
A cadeia lateral da Lys25 passa a interagir com o benzeno e seu deslocamento e permite

a entrada de uma sonda secundaria na cavidade exposta.

4.3 Identificagdo dos sitios e validagéo estrutural

A identificacdo dos sitios de interacdo foi feita com base na analise visual dos
hotspots, seguindo do agrupamento dos residuos. A Figura 14 reporta 0s seis sitios
catalogados, dois dispostos nas algas BC e C’’D (&rea em roxo e verde, respectivamente),
dois expostos na regido de intera¢cdes PD-1—PD-L1 (&rea em vinho e laranja) e dois sitios
enterrados (area em amarelo e azul). O exemplo da Figura 13 supracitado € representado

pela area em amarelo.

Figura 14 — Representacdo estrutural dos sitios preditos com uso da dindmica

molecular com cossolvente.

ase;

Fonte: Elaborado pela autora. Cada volume representa uma regido descrita em PD-L1 através da
MixMD.

A regido de interacdo caracterizada pela area laranja foi identificada por todos
0s cossolventes. Juntamente com a area em vinho, a regido laranja representa superficie
de interagdo proteina-proteina, onde ocorre a formag&o do complexo com a PD-1. E uma
regido de grande area acessivel ao solvente e justifica-se 0 seu acesso. A regido em vinho

teve baixo acesso nas replicatas do acetato.
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As regides de alca — area em roxo e verde — foram bem acessadas no decorrer
dos cinco sistemas, excetuando-se do acetato (baixo ou nenhuma interagédo com alga BC)
e 0 n-metil-acetamida (baixa sensibilidade para alga C’’D). Com relacdo aos sitios
enterrados, a regido em amarelo foi identificada por trés sistemas — acetato, benzeno e
fenol — ao passo que os residuos mais expostos da regido em azul foram identificados por
todos os cossolventes, apesar de que as interacOes estaveis, de valores consecutivos

maiores, foram observadas apenas nas replicatas do fenol e benzeno.

4.3.1 Estudo das regides descritas na literatura

Em contrapartida, a Figura 15 traz os pontos de contato para as regides de
interacdo descritas na literatura. Estdo destacados em gradiente de cores quentes o niUmero
de pontos de ancoragem para cada ligante reportado através de co-cristalizacdo ou
Ressonancia Magnética nuclear (RMN). A regido alvo para interacdo de anticorpos
(ANTONIA et al., 2017), fragmentos de mAB (GANESAN et al., 2019) e pequenas

moléculas (ZAK et al., 2016) é a interface de interacdo proteina-proteina.

Figura 15 — Somatdrio de interacbes para os ligantes de PD-L1 reportados na

literatura.
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Fonte: Elaborado pela autora. Os contatos estdo marcados em escala de cores quentes, que varia entre
0 branco (sem contato), o amarelo (valor médio de contatos) e o vermelho (nimero méximo de
contatos).

Mesmo as regides destacadas por preditores se concentram nessa mesma area.
Isso se deve pelo fato que o desenho racional de farmacos para a PD-L1 é voltado para o
bloqueio da area e inibigcdo da interacdo com PD-1. Com relacdo aos pequenos ligantes,
além do bloqueio fisico, alguns sdo desenhados para forcar dimerizacdo da proteina no

contexto bioldgico.
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De fato, os ligantes para PD-L1 possuem estruturas quimicas em comum,
como a presenca de grupamentos metoxipiridina, dimetoxifenil ou grupo aminoetil-
acetamida, capazes de realizar interacGes de carater hidrofébico, como interagdes n-n
stacking, w-alquil ou interagdes-x de par solitario mediadas por &gua (GUZIK et al., 2017;
PERRY etal., 2019; ZAK et al., 2016; ZHONG et al., 2019).

Confrontar os sitios preditos e os reportados na literatura é importante para
validar o uso do método de simulacdo na presenca de cossolvente para a PD-L1. O perfil
de interacdo entre as sondas e a proteina varia de acordo com a composicao das cadeias
laterais e, sendo o dominio IgV da PD-L1 pequeno e de carater majoritario apolar, estava
propensa a descrever poucos sitios, dependendo do carater do cossolvente. Comparando
as regides encontradas pelos cossolventes com os pontos de ancoragem reportados na
Figura 14, pode-se dizer que a &rea em vinho e laranja abrangem parte das areas descritas.
Trabalhos com predicdo de farmacoforo também ja reportaram também a regido

delimitada pela regido em amarelo (LI1U et al., 2021b).

4.3.2 Proposicéo de um sitio alvo

Com base no que foi visto no tdpico anterior, as simula¢fes descreveram
quatro regides de acesso inexploradas na literatura, representadas pelas cores roxo, verde
e azul. Como o objetivo do trabalho € a busca por sitios cripticos, alguns critérios foram
levados com consideracdo para a discriminacdo. Primeiramente, as regifes de al¢a foram
desconsideradas como provavel sitio criptico por possuirem um comportamento
promiscuo. As sondas fenol e benzeno tiveram alta preferéncia por essas regides e, em
geral foi dificil encontrar casos em que a sonda permanecesse presa na regiao sem que

sofresse interferéncia de sondas circundantes.

Tabela 4 — Média dos parametros fisicos para as cavidades preditas através da

simulagdo com cossolvente.
Identificac&o Volume (A)  Superficie (A)  Profundidade (A)

Amarelo 198,98 381,2 12,43
Azul 323,78 492,3 14,89

Fonte: Elaborado pelo autor

Dentre as regides ressaltadas em amarelo e azul, os critérios analisados para
a selecdo de um sitio foram o volume da regido, a profundidade do pocket e o

comportamento da sonda durante as analises visuais.
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De acordo com a Tabela 4, as caracteristicas do pocket representado em azul
se sobressairam em todos os critérios em relacdo ao amarelo. Um volume maior implica
necessariamente na capacidade de abrigar uma diversidade maior de ligantes. Uma boa
parte dos residuos que compde a cavidade estdo enterrados na proteina, 0 que aproxima
0 pocket das caracteristicas de um sitio criptico. Diante disso, a regido da proteina

caracterizada pela regido azul foi selecionada como possivel sitio criptico.

4.4 Investigacdo de novo sitio criptico de ligagdo da PD-L1

O sitio selecionado possui grande maleabilidade e € capaz de assumir
diferentes volumes durante a simulacdo. Isso ocorre porque a regido é intimamente ligada
a alga C’’D e a flutuag&o desta é capaz de alterar o formato do pocket. O sitio prioritario
é composto pelos residuos Trp57, Met59, 1le64, Ile65, Ser80, Tyr81, Arg84, Ala85s,
Leu99, lle101, Asp108 e Tyrl12, cujo aminoacidos polares e carregados séo situados na

regido mais externa, em contato com o solvente.

Figura 16 — Representacdo da alteracdo estrutural para abertura de novo sitio em PD-

L1, representada pela rotacdo da Tyr81.

Fonte: Elaborado pela autora. A estrutura cristalografica 5JDS esta representada em cinza. O frame
representativo da cavidade aberta estd em azul. Em verde esti representada a distancia entre os
oxigénios da Tyr81 e Tyr112.

O nucleo da cavidade é enterrado em uma regido entre as folhas-f, assume
carater majoritario hidrofdbico e ¢é a regido que mais sofre impacto com a flutuacéo da
alca. A profundidade da cavidade também pode variar de acordo com o numero de
residuos com o0s quais a sonda interage, ou de acordo com a flutuacao geral da proteina.
A Figura 16 mostra o principal movimento realizado para a abertura da cavidade. A

estrutura cristalografica (cinza) apresenta uma ligacdo de hidrogénio entre a Tyr81
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(presente na alga C’’D) e Tyrl112 (disposta na regido interna da cavidade). As anélises
visuais mostram que a presenca do cossolvente perturba a interagcdo nativa e favorece o
deslocamento da Tyr81. Este residuo atua como gatekeeper e seu deslocamento cede o
acesso a cavidade. Esse comportamento foi observado majoritariamente nas simulacdes
com cossolventes apolares — benzeno e fenol — 0 que indica que interagdes do tipo n-
stacking possuem forca suficiente para favorecer a abertura da cavidade e sustentar a
permanéncia da sonda na regido. Um comportamento ndo esperado foi a abertura da
cavidade por uma segunda entrada. A comunicagdo com a alca C’D favoreceu a
ampliacdo da area acessivel ao solvente, que permite a entrada de moléculas na cavidade
por uma via secundaria.

Para entender melhor a flutuagdo do sitio, o volume da cavidade foi
acompanhado durante todas as replicatas dos sistemas realizados, através do programa
Fpocket. Analisando o perfil assumido pela agua (

Figura 17 - azul) € possivel entender que o sitio possui um volume basal que
pode alcancar até 250 A3, A replicata 9 do benzeno foi a regido de maior destaque, no
qual foi possivel observar a abertura da cavidade e permanéncia da sonda por toda a
simulacdo. Esse resultado era esperado, visto que o perfil de contatos da replicata 9
(Figura 12) assumiu altos valores para a cavidade e a interacdo benzeno-sitio foi

confirmada através das analises visuais.

Figura 17 — Volume do sitio para as replicatas das simulagdes com cossolvente.
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Fonte: Elaborado pela autora. Os sistemas acetato, benzeno, imidazol, n-metil-acetamida e fenol estdo
coloridos em lilas, ciano, verde, vermelho e laranja, respectivamente. Os valores reais estdo suavizados

com transparéncia e a média entre os valores esta destacada na linha espessa.
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A analise do volume também mostra que outras sondas também sdo capazes
de abrir a cavidade (replicatas 2 e 4 do sistema com fenol,

Figura 17, em laranja). Apesar de um volume acentuado na replicata 4, o n-
metil-acetamida ndo foi capaz de induzir a abertura da cavidade (analise visual). De modo
que a andlise apenas da variacdo do volume ndo permite entender a permanéncia das
sondas ou real abertura da cavidade. O resultado ndo possui uma boa acurécia, o que
dificulta determinar um valor de corte minimo para definir os estados aberto e fechado

para a cavidade.

4.4.1 Estudo da dindmica de abertura do sitio

Diante dessa limitacdo, foi dado seguimento para definicdo através de
descritores estruturais. Descrever corretamente os estados no qual ocorre a abertura do
sitio € algo essencial para entender a natureza criptica da cavidade. Conforme discutido
no topico 1.3, um sitio criptico encontra-se naturalmente fechado, apenas um ligante — ou
raras vezes alguma mudanca conformacional nas redondezas — pode induzir sua abertura.
Isso implica que nas simula¢fes com a agua a cavidade deve estar fechada, assim como
a saida do ligante da regido deve ocasionar o fechamento do sitio.

No tdpico anterior, foi descrito como o centro da cavidade pode ser acessado
através de duas entradas distintas. A participagdo da alga C’’D se mostra muito efetiva
durante as simula¢fes com benzeno, 0 que é uma boa caracteristica quando se pensa no
desenho racional de farmacos como estratégias de ataque a regido. Entretanto, o sitio ter
grande variabilidade de conformacdes também amplia a dificuldade de definir os estados
de abertura e fechamento, como foi visto na

Figura 17.

A Tabela 5 detalha quantos pardmetros utilizados para cada abertura, levando
em consideracdo a entrada principal (C2), a entrada pela regido da alga C’D (C3) e 0
estado da cavidade com as duas entradas disponiveis (C2_C3). Dois descritores foram
utilizados, a distancia e a variagdo do angulo da cadeia lateral (chi).

Os descritores foram selecionados com base em interagcdes importantes que
foram rompidas durante o processo de abertura da cavidade. Algumas dessas distancias
sdo percebidas apenas com grande distanciamento entre os residuos, como € o caso da
Arg86(CA) e Ile65(CD1), que representa a abertura da cavidade em distancias acima de
6 A. Outros residuos sdo mais sensiveis, como a distancia entre Glu71(CD) e Arg82(CZ2),
que precisam de um distanciamento de 4 A. Pelo nimero de descritores adotados entende-

se a complexidade para determinar os estados aberto e fechado para o sitio. E fato que
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ndo é apenas a movimentacdo da cadeia lateral dos residuos que cede espaco para um
ligante, mas também movimentacgdo de cadeia principal, que pode ser causada inclusive
pelo cossolvente ligado em outras regides.

A Figura 18 retrata a abertura do sitio, de acordo com os parametros da Tabela
5. Inicialmente é possivel determinar que as sondas de carater apolar — benzeno e fenol —

foram as de maior influéncia para abertura da entrada principal (C2).

Tabela 5 — Filtros para selecdo da cavidade aberta.

Regido de

Atomos Parametro Intervalo (A)
acesso
Tyr81(OH) — Tyr112(OH) >5
Tyr81(CG) — l1e64(CG2) >6
Met59(CE) — Tyr81, Tyr112(OH) oA >38
C2 Distancia '
Tyr81(OH) — Ala85(CB) > 6
Leu74(CG) — Arg86(CA), 11e65(CB) >5
Ala85(CB) — lle64(CG2) >55
Arg86(CA) — lle65(CD1) >6
Tyr81(OH) — Tyr112(OH) >5
81(CG) — lle64 (CG2
(CG) ( ) Distancia >6
c2_¢C3 Met59(CE) — Tyr81, Tyr112(OH) >38
Tyr81(OH) — Alag5(CB) >6
Leu74(CG) — Arg86(CA), 11e65(CB) >5
Glu71(CD) — Arg82(C2) >4
lle64 Angulo chi <230
Alag5(CB) — lle64 (CG2) >55
Arg86(CA) — 1le65(CD1) . >6
Distancia
C3 Leu74(CG) — Arg86(CA), 11e65(CB) >5
Glu71(CD) — Arg82(C2) >4
lle64 Angulo chi <230

Fonte: Elaborado pela autora. A entrada principal e a secundéria possuem os codigos C2 e C3,
respectivamente.

As demais sondas também induziram a exposi¢cdo de C2, mesmo que
brevemente, 0 que corrobora com o nimero de contatos observado para a regido,
Apéndice 1. Com relagéo a entrada secundaria (C3), a figura revela uma facilidade maior
de ser exposta em relagdo a C2. A entrada C3 teve maior abertura no sistema com acetato,
principalmente pela presenca da Lys75 e da Arg82 na alga C”’D.

A replicata 9 do benzeno é o sistema que mais se destaca dentre os demais
pela maior deteccdo da abertura de ambas as cavidades, inclusive simultaneamente.
Conforme pode ser observado, o benzeno se manteve no interior da regido apés o fim dos
50 ns de simulacdo, assim, essa replicata foi estendida ao longo de mais 500 ns para

melhor compreenséo da estabilidade do cossolvente na cavidade.
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Sitios cripticos sdo expostos mediante interacdo com ligante, assim, era de se
esperar que nas simulacdes com a dgua ndo fosse observada nenhuma abertura. O que
aconteceu nesse caso foi a detecgdo repentina da abertura cavidade em algumas replicatas
sem cossolvente. De fato, a entrada principal mal é observada dentro dos sistemas e ndo
existe tendéncia de se manter aberto por longos periodos (Figura 18, sistema sem
cossolvente).

Figura 18 — Descricdo da abertura das duas entradas do sitio separadamente (C2 e
C3) e concomitantemente (C2C3).
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C2= —- - E Jd - - C2- ) . -
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C3- — -— - - ciH + —_t-- —
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R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
Replicatas Replicatas
IMI NMA
C2+ - - - =] 4 .-- —_ C2=- - . - - - - S
C2-C3+ e . C2-C3+
C3~- R R P S - C3=+ - = .- comnen| s = |
1 1 1 Ll 1 1 L] I ] 1 1 1 J 1 1 1 1 I 1 |
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R1 R2Z R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
Replicatas Replicatas
PLN BEN
C2+ [ R R R RS A B C2efo= ck=n |- - [P N ST TTITY .
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Replicatas Replicatas

Fonte: Elaborado pela autora. Cada ponto representa um frame em estado aberto.
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A abertura da entrada C3 foi observada com mais frequéncia e,
provavelmente, esta relacionada ao movimento natural da alga C’’D durante a simulagao,
ja que tal abertura é observada reiteradamente dentre todos os sistemas. A Figura 19
representa os estados de abertura das cavidades ao longo da simulacao. Nos 120 ns iniciais
0 benzeno estabilizou a cavidade com as duas entradas acessiveis ao solvente (entradas
C2 e C3 abertas). E possivel presumir que mais de uma sonda possa ter interagido com a
regido nesse periodo, ou que as entradas possam ter uma rede de interacfes entre 0s
residuos que permite esse evento apenas com o posicionamento do benzeno.

Né&o é possivel afirmar apenas através desse grafico que o benzeno saiu da
cavidade nos 15 ns finais. Isso porque existe a possibilidade de as duas cavidades

fecharem, mesmo com o benzeno alocado na regido interna.

Figura 19 — Descricdo da abertura do sitio para a replicata de 500 ns com benzeno.
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Fonte: Elaborado pela autora. Cada ponto representa um frame em estado aberto.

4.4.2 Estados conformacionais assumidos pelo sitio criptico

Apesar de conseguir determinar a abertura e fechamento da cavidade, é
necessario destrinchar o comportamento assumido pela sonda na cavidade. E fundamental
entender a dindmica de interacdo entre o cossolvente e os residuos da cavidade. Para isso,
os frames das simulagdes que continham o benzeno presente no sitio — dez replicatas de
50ns e uma replicata de 500ns — foram filtrados e, em seguida, o posicionamento do
benzeno foi agrupado (clusterizagéo), com auxilio do Ambertools. Cada centro de cluster
descreve a tendéncia do benzeno em um ponto na cavidade, como pode ser visto na Figura
20. Foram encontrados sete principais centros de permanéncia, dois deles se referindo a
posicdes proximas da entrada C2 — estruturas coloridas em verde (estado 4) e vermelho

(estado 3) — trés posicdes no centro da cavidade (regido mais interna, estado 2, em azul)
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e duas estruturas localizadas na entrada C3, pertencente a alga C’’D — cluster vinho

(estado 1) e rosa (estado 0).

Figura 20 — Representacao dos estados de maior populacdo assumido pelo benzeno.

|
1 AlcaC”’D

L‘Sb/;})
0

Fonte: Elaborado pela autora. Cada cor representa um estado preferencial adotado pelo benzeno
durante a simulacdo

A importancia da participacdo da al¢ca na dindmica da cavidade é evidenciada
nessa figura. De fato, é possivel que a abertura da entrada C2 do sitio tenha uma relacao
intrinseca com a entrada C3, como talvez uma codependéncia da abertura simultanea.
Uma observacdo importante é a possibilidade de a cavidade comportar mais de uma sonda
ao mesmo tempo, evidéncia importante no desenho racional de farmacos. Assim, cada
centro de cluster foi categorizado como um estado conformacional. Baseado na flutuacéo
do benzeno na cavidade, foi possivel aprofundar as questbes referentes a posicao
assumida pela sonda durante as simulagdes.

Em primeira analise, comparando as simulacdes com benzeno, € possivel
afirmar que o cossolvente tem grande prevaléncia para a interagdo com a entrada C2
(Estado 5). Para facilitar a descricdo, os cluster mais internos foram definidos como um
s0 estado (estado 2, em azul).

Assim, a Figura 21 mostra cinco principais estados conformacionais (estado
0 ao 4) acessados durante as simulacOes e um estado extra que descreve a interacdo com
a Tyr81 (gatekeeper) sem que haja abertura da cavidade (Estado 5). Em algumas
replicatas, a sonda interage com a entrada C2, sem acessar estados mais internos na
cavidade (estado 5), como pode ser visto na Figura 21.B, C, G e H. O mesmo
comportamento pode ser observado com os demais cossolventes (Apéndice 2). Além do
benzeno, o fenol foi 0 Unico cossolvente que entrou na cavidade (cluster 3 e 4 do Apéndice
2.4 (A,B,D,G)) de forma continua e estavel.
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Figura 21 — Estados conformacionais das sondas para as replicatas com benzeno.
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Fonte: Elaborado pela autora. A disposicdo das replicatas esta em ordem alfabética. Cada cor representa

um benzeno diferente.
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Esse resultado indica que a abertura da entrada C3 ndo € estritamente
necessaria para a abertura da entrada C2 (movimento da Tyr81) e ndo existem muitas
evidéncias que corroborem a necessidade de uma codependéncia entre as entradas. A
informacao é corroborada pelo perfil de abertura observado na Figura 18, para o sistema
do benzeno. A replicata 9 do benzeno é o sistema com maior informacdo sobre o
comportamento da cavidade. Inicialmente, é possivel observar a disputa espacial entre
dois benzenos, que entram simultaneamente na cavidade (Figura 21.1), como pode ser
visto entre 10 e 20 ns, representados nas cores ciano e verde e nos estados 3 e 4. Outro
detalhe importante nessa replicata € que o benzeno proveniente da entrada C3 (estado 0)
€ 0 que acessa o interior da cavidade primeiro. Sua presenca facilita o deslocamento da
Tyr81 e expde o sitio para uma sonda secundaria. Com relacéo a preferéncia entre os
clusters, fica claro que o benzeno possui tendéncia de se acomodar na posicédo do Estado
2, que descreve a regido mais interna da cavidade, ao passo que flutua pelo Estado 4 e

compartilha a posicdo com outras sondas circundantes (Figura 21.1).

Figura 22 — Estados conformacionais das sondas para a simulagdo estendida com

benzeno.
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Fonte: Elaborado pela autora. Cada cor representa um benzeno diferente.

A simulagéo estendida da replicata 9 mostrou o comportamento detalhado
para os cossolventes. Conforme especulado no topico 4.4.1, a Figura 22 confirma que nos
120ns iniciais 0 benzeno se estabiliza na regido mais interna da cavidade (estado 2,
benzeno representado em verde). A presenca de outros benzenos nas imediac6es faz com
gue a sua pose oscile para um estado mais externo, préximo a Tyr81, o que causa
instabilidade na regido e faz com que a sonda assuma um estado mais inferior, préximo a
entrada C3 (estado 0).
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4.4.3 Evidéncias experimentais da cavidade

Ainda com intenc&o de corroborar a caracteristica criptica do novo sitio e de
forma a complementar as informagdes acerca dessa regido, foram analisadas as estruturas
tridimensionais da PD-L1 disponiveis no PDB, a fim de dar suporte para a informacao
sobre a abertura da cavidade em condicdes experimentais. Os casos ondem existe a
presenca de agua localizada no sitio atestam que sob determinadas situacGes — como
condices cristalograficas que exigem a presenca de um cofator ou alta concentracéo de
adjuvantes — o sitio seja exposto. Desse modo, espera-se que seja observada a presenca
de &gua situado no sitio. A Figura 23 mostra o caso de seis estruturas onde é possivel
identificar agua dentro da nova cavidade estudada. A superficie da proteina, representada
em grid semitransparente, mostra a entrada C2 do sitio completamente fechada, porém os
cristais apresentam &gua na regido, em uma posicéo conservada e equivalente ao estado
3, demonstrando que houve a exposicao da cavidade ao solvente durante o processo. Essas
estruturas sdo identificadas pelos codigos 51US (cadeias C/ D), 5045 (cadeia A), 5XJ4
(cadeia A) e 6NNV (cadeias B/ D).

Figura 23 — Estruturas cristalograficas com presenca de agua na regido do sitio.

. T &

Ry,

Fonte: Elaborado pela autora. A 4gua esta representada em esferas vermelhas. A superficie da proteina
esta em grid semitransparente.

Curiosamente, em todos os casos a PD-L1 estava na forma ligada, interagindo
com a PD-1 mutada, um peptideo sintético, com a por¢cdo VH/VL do Durvalumab e com
um macropeptideo ciclico, respectivamente (MAGIERA-MULARZ et al., 2017;
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PASCOLUTTI et al.,, 2016; PERRY et al.,, 2019; TAN et al., 2018). De fato, as
informacdes até aqui corroboram fortemente com a descrigdo do sitio como uma cavidade
criptica. O comportamento nas simulacGes na auséncia de cossolvente, o perfil da abertura
da cavidade, a presenca da agua em dados experimentais, todas essas informacdes juntas

levam a crer que a regido alvo € de fato um sitio criptico.

4.4.4 Avaliagédo da estrutura como alvo terapéutico

Com intuito de avaliar o sitio como alvo promissor para interacdo com
pequenos ligantes, o preditor Dogsite foi utilizado para fornecer o valor de drug score
referente a cavidade. O drug score é uma fungdo de pontuacdo preditiva que determina a
capacidade de uma regido ser modulada por compostos de baixo peso molecular e varia
entre os status ndo suscetivel (0) e suscetivel (1). A linha de corte para determinar um
sitio como suscetivel a modulagdo por pequenos ligantes é de 0,5 (VOLKAMER et al.,
2012).

Na Figura 24 o sitio criptico alvo deste trabalho esta representado em grid
amarelo. Ao todo, foram identificados 33 residuos para a formacdo do pocket neste
estado. Como destacado no item C, o valor de drug score de 0.84 obtido para a cavidade

determina a regido como um alvo promissor para desenho racional de farmacos.

Figura 24 — Predicédo de pockets através do DogSite.

AN

C Nome Volume A3 Superficie A2 Drug Score
PO 856,38 993,91 0,84
P 1 173,25 342,26 0,44
P 2 139,26 390,56 0,31
P_3 105,79 24414 0,19

Fonte: Elaborado pela autora. Cada cor representa as informagdes sobre um pocket especifico.

A pontuagdo destaca que além da profundidade e do volume, o pocket

também apresenta uma fragdo de aminodacidos apolares equilibrada, um namero relativo
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de doadores e aceptores de hidrogénio, entre outras caracteristicas que sao levadas em
conta para determinacgdo da pontuagdo (VOLKAMER et al., 2012). Comparado com as
demais regides destacadas, a cavidade mostra excelentes valores para volume e area de
superficie. De fato, ndo é importante apenas atestar que a regido é de fato um sitio criptico,
mas também fornecer indicios que esse novo sitio € promissor para 0 uso como alvo

terapéutico.

4.5 Triagem virtual de moléculas

Apesar de serem necessarias técnicas experimentais — como a cristalografia
de proteinas — para comprovar que o sitio estudado é de fato um sitio criptico
(COMITANI; GERVASIO, 2018), até 0 momento, as informacGes geradas pelas técnicas
in silico sugerem que a cavidade estudada possui comportamento semelhante ao dessas
regides. Ressalta-se que a presenca de um ligante é importante para estabilizar essas
cavidade (VAJDA et al., 2018). Dessa forma, com o entendimento amplo da composicao,
flexibilidade e dindmica da regido, é possivel propor moléculas que possam interagir e
estabilizar o sitio alvo. Os resultados anteriores apontam que a cavidade tem
caracteristicas estruturais e quimicas favoraveis para comportar bem um ligante e essa
informacao é corroborada através da predicdo com o Dogsite (Figura 24. C). Desse modo,
foi dado o seguimento para identificar uma molécula que atenda as caracteristicas
supracitadas para o sitio em estudo, através da técnica de triagem virtual e utilizando o
método de docking molecular. O docking molecular é uma abordagem computacional que
permite predizer o modo de ligacdo e a energia de afinidade entre a regido alvo na PD-L1
e um possivel ligante (KITCHEN et al., 2004). A partir disso, é possivel fazer uma
triagem virtual (VS, do inglés virtual screening) em larga escala, que visa a selecdo e
classificacdo de um grande conjunto de moléculas, para a identificacdo de possiveis
compostos ativos para o alvo farmacolégico (KRISTENSEN; NIELSEN; PEDERSEN,
2013).

O uso de docking molecular para a realizacdo da triagem virtual faz com que
a tecnica adotada nesse trabalho seja categorizada como Virtual Screening baseado no
alvo (TBVS, do inglés, Target-Based Virtual Screening), que utiliza a estratégia do
docking de diversos compostos contra uma proteina alvo. Essa metodologia permite a
flexibilizacdo das ligagcOes rotacionaveis da pequena molécula, enquanto o receptor sera
considerado como um corpo rigido (VERLI, 2014). Como ja mostrado no decorrer deste
trabalho, o sitio criptico deste trabalho possui uma complexidade intrinseca, cujas

conformacodes podem variar dependendo da interagédo com o ligante e do comportamento
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da alga C’’D, o que necessitaria considerar também o receptor flexivel. Porém, esta € uma
estratégia de custo computacional bastante elevado. Desse modo, foi aderido também o
uso do ensemble docking, que é a adocéo de diferentes poses representativas da cavidade,
selecionadas cuidadosamente para que fossem representativas do conjunto de
conformacBes adotadas pela PD-L1. A escolha da estrutura precisaria ser bem

fundamentada e representativa do conjunto de conformacoes.

45.1 Avaliagéo da variabilidade conformacional da cavidade

O primeiro passo entdo foi selecionar as conformac6es mais adequadas para
0 ensemble docking. No tdpico 4.4.2, foi utilizado um conjunto de coordenadas filtrado
previamente para conter apenas conformagfes da PD-L1 que apresentaram o benzeno
contido no sitio (a partir das simulagfes curtas e estendidas). Essa selecdo abrange as
conformacbes da PD-L1 com a cavidade no estado aberto (para as duas entradas
separadamente ou simultaneamente), que serviu para a compreensdao da variagcdo
conformacional do benzeno dentro do sitio — conforme discutido no tépico 4.4.2 e
representado nas Figura 20, Figura 21 eFigura 22. Nesta etapa, esse mesmo conjunto de
dados foi utilizado para compreender a variagao estrutural dos residuos pertencentes a
cavidade.

Desse modo, foi realizada uma anélise de componente principal (PCA) dos
residuos que compdem a cavidade para agrupar as diferentes conformacdes adotadas pelo
sistema. Na Figura 25.A essa informacao esta retratada como um mapa de calor, no qual
a densidade de pontos estd relacionada com a frequéncia em que uma determinada
conformacao foi acessada durante as simulagdes. Existem quatro centros de maior acesso
para a cavidade, trés deles (os centros E1, E3 e E4) posicionados nas extremidades da
distribuicdo de pontos, ou seja, carregam as varia¢des mais intensas assumidas dentro do
conjunto. Com isso, entende-se que a cavidade possui quatro minimos energéticos, dos
quais trés apresentam conformacgdes tridimensionais muito distintas entre si.

Ademais, existe uma grande regido em azul escuro pouco explorada, que
reflete basicamente as poses adotadas durante a transicdo de estados. O centro E1 é o
estado predominante e corresponde a conformacdo de maior preferéncia durante as
simulacfes. O formato correspondente a esse centro estd proximo da configuracdo
adotada por E2 e a transicao entre ambos é representado pelo estado E6. A regido E5 e
E6 representam as alteracfes na cadeia lateral necessarias para alcangar a conformacao
representada por E4 e de modo semelhante, E3 s6 pode ser acessado apds passar pela

conformacéo E2, ndo sendo observado transicdo direta para os demais estados.
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Figura 25 — Conformac@es adotadas pelo sitio criptico durante as simulagdes com

benzeno.
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Fonte: Elaborado pela autora. (A) Os pontos estéo coloridos pela densidade populacional. Cada caixa
destaca um agrupamento de conformacdes especificas. (B) O volume correspondente ao pocket esta
representado em superficie. (C) Valores preditos pelo Fpocket.

Curiosamente, os centros de cluster possuem uma caracteristica estrutural
incomum quando comparadas com as estruturas cristalograficas. A al¢ga C’’D se encontra
estabilizada na forma de uma fita antiparalela, conforme pode ser visto na Figura 26,
destacado em verde. A mudanca de uma alca para uma fita significa maior estabilidade
estrutural para a proteina, o que provavelmente ocorre devido ao novo ambiente quimico
criado pelo benzeno presente nas imediagdes. A ampla variacdo de conformagdes se torna
um limitante para a escolha de uma pose representativa para o docking molecular
semiflexivel. Conforme observado na Figura 25, a cavidade de PD-L1 pode adotar varios
minimos locais, sendo necessaria a adocdo de uma abordagem que considere a
diversidade de poses durante o Virtual screening.

Dessa forma, foi selecionada uma conformacdo representativa para cada
centroide (E1, E2, E3 e E4) equivalente ao ponto méximo de densidade dentro do cluster
e uma representativa da regido pouco explorada, mas que intermedeia trés centros de alto
acesso (E5 e E6). As cinco estruturas possuiam diferentes volumes e formatos da

cavidade.
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Figura 26 — Variagdo estrutural da alga C*’D.

Fonte: Elaborado pela autora. A estrutura tridimensional da PD-L1 com a cavidade aberta esta representada

em lil&s, o cristal 5JDS em rosa. Em verde esté destacada a regido da al¢a C*’D.

4.5.2 Selecdo de ligantes para PD-L1

Apbs a selecdo das seis estruturas da PD-L1, foram realizadas as etapas de
docking contra o banco de dados de moléculas aprovadas pelo FDA, conforme descrito
no topico 3.3.3. Feita a predi¢do estrutural e energética, iniciou-se a etapa de analise das
energias de afinidade, como um primeiro passo para a selecdo de moléculas. A Figura 27
traz um panorama geral dos valores para cada estrutura utilizada no ensemble docking.
Inicialmente, observa-se que a média da energia de afinidade entre os ligantes e as poses
se concentrou entre os valores -5 a -8 kcal/mol. Essa distribuicdo € uniforme entre as
estruturas E2 a E5. A estrutura E6 teve valores de energia mais altos em relagdo as demais
estruturas, enquanto a estrutura E1 obteve a distribuicdo de energias de afinidade mais
baixa. E importante considerar que o erro médio dos valores de energia preditos pelo
QuickVina2 é de 1,56 Kcal/mol (ALHOSSARY et al., 2015), o que indica que apesar da
diferenca geral de energia entre as estruturas, as demais poses sdo representantes da
variabilidade estrutural e semelhantes em termos de interagdo com os ligantes. Dessa
forma, a classificagdo das moléculas foi realizada com base na média dos valores de
energia para cada estrutura, como forma de considerar a flutuagéo estrutural da cavidade.

Além das energias, 0 numero de ligacGes de hidrogénio também foi um
critério utilizado para a classificagdo. Ligantes que ndo realizaram ligacéo de hidrogénio
com a proteina foram penalizados e tiveram o valor de afinidade zerados, como forma de
priorizar ligantes que possam ser mais especificos. O Apéndice 3 mostra a classificagdo

das 40 melhores moléculas de acordo com esse filtro inicial. Comparando o resultado
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entre as poses da proteina, € observado que o valor das energias de afinidade varia
bastante para a mesma molécula, o que indica que as estruturas da PD-L1 escolhidas
conseguiram varrer uma amplitude de conformacdes variadas. As 200 moléculas mais
bem ranqueadas considerando o valor médio de pontuacéo de interacdo seguiram entao

para a selecéo visual.

Figura 27 — Distribuicdo de frequéncia de moléculas que possuem determinados
intervalo de afinidade para cada estrutura da proteina selecionada para o ensemble

docking.
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Fonte: Elaborada pela autora. O tracejado marca a média obtida para os valores de energia de afinidade
para cada estrutura. O pontilhado representa a separa¢ao dos quartis.

Durante a selecdo visual, foi analisada a complementaridade quimica da
molécula na cavidade, os possiveis pontos de interacdo apolar (como w-stacking ou
cation-rt ), ligacGes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas. Também foi analisado o
posicionamento de grupamentos carregados ou polares voltados para o solvente e
grupamentos apolares comportados no interior da cavidade. Do montante de 200
estruturas, onze passaram no critério de selecdo visual. As estruturas quimicas dessas

moléculas estéo representadas na Figura 28.
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Figura 28 — Estrutura bidimensional das moléculas selecionadas para interacdo com

sitio criptico em PD-L1.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Todas as moléculas possuem um grupamento aromatico, condicdo necessaria
para a interacdo com o sitio criptico. Os ligantes também possuem grupamentos polares
nas extremidades, selecionados devido a possibilidade de ancorar em residuos carregados
que circundam a entrada principal da cavidade. A selecdo também considerou a
variabilidade estrutural, de forma que se pudesse estudar a interacdo da cavidade com
moléculas de diferentes tamanhos, flexibilidade e natureza quimica, como pode ser visto
através da Figura 28. A razdo para a escolha dessa abordagem foi a falta de informacdes
na literatura sobre a interacao de ligantes com a cavidade e pela preferéncia em fazer uma
varredura do espaco quimico.

Apesar do banco de dados ser composto por moléculas aprovadas pelo FDA,
é interessante compreender o perfil farmacocinético dessas moléculas visando o potencial
uso no mercado interno e a necessidade da aprovacdo pelo orgdo regulador brasileiro, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA, 2004). Desse modo, foi
realizada a predigcdo dos ensaios ADMTox e analise das caracteristicas fisico-quimicas
para os ligantes selecionados (Tabela 6). Inicialmente, é possivel observar que a selegédo
abrange diferentes classes quimicas, conforme esperado. Apesar do banco de moléculas
ser composto apenas por ligantes aprovados pelo FDA, nota-se que a diacereina e a
isoprenalina possuem alto risco de toxicidade, o que de fato é observado na literatura
(HOSSEINTI et al., 2022; KOLODZINSKA et al., 2022).
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Tabela 6 — Predigdo de ensaio ADMETox para os ligantes-alvo para sitio em PD-L1.

Caracteristicas fisico-quimicas Risco de toxicidade
Peso .. n°ligagbes aceptores de doadores * . S Acessibilidade . o - e o Efeito
molecular* Classe quimica rotaveis* e de H* TPSA* Log P o/w* Log S Solubilidade sintética* Druglikeness®| Mutagenico® Tumorigenico® Irritante reprodutivo®
Efedrina 165,23 Alcaloide 8 2 2 32,26 1,45 -1,62 Muito soluvel 1,76 3,45 - - - -
Salsalato 258,23 Salicilato 4 5 2 83,83 2,26 -3,56 Solavel 2,03 0,16 - - alto -
Zolmitriptan 287,36 Triptano 5 3 2 57,36 2,05 -2,98 Solavel 2,88 -11,16 - - - -
Indecaterol 392,49 M;’E&g;ﬂg”“ 6 4 4 853 356 44 Moderadamente soldvel 3,68 212 - - - -
Olodaterol 386,44 Benzoxazina 7 6 4 100,05 2,01 -3,21 Solavel 3,72 7,69 - - - médio
Picosulfato 437,44 Piridina 7 9 2 156,85 184 -3,59 Solavel 0,11 1,15 - - - -
Ensulizole 274,3 Benzimidazola 2 4 2 91,43 1,88 -3,25 Solavel 2,17 0,87 - - alto -
Diacereina 368,29 Quinona 5 8 1 124,04 1,99 -3,32  Moderadamente soltvel 3,08 0,31 alto - alto -
Pindolol 248,32 Indol 6 8 3 57,28 1,94 -2,46 Soldvel 2,51 7,25 - - - alto
Ezetimiba 409,43 Azetidinona 6 5 2 60,77 4,33 -4,92  Moderadamente solavel 337 4,6 - - - -
Isoprenalina 211,26 Catecolamina 4 4 4 72,72 0,18 1,02 Muito soluvel 2,04 91 alto - - alto

Fonte: Elaborado pela autora. Peso molecular dado em g/mol. Topological Polar Surface Area (TPSA) dado em A2. A acessibilidade sintética varia de 1 (moléculas facilmente
sintetizadas) até 10 (moléculas de alta dificuldade de sintese). Moléculas sem indicagdo de risco (-). Descritores fornecidos pelo SwissADME (*). Descritores fornecidos pelo Osiris
property explorer (°).
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Isso provavelmente se deve ao fato dessas moleculas pertencerem a classe das
quinonas e dos catecois, que estdo dentre as estruturas quimicas classificadas como
PAINS (do inglés, pan-assay interference compounds), ou seja, consideradas artefatos
que podem ser altamente reativos ou gerar falsos resultados em uma série de ensaios
(BAELL; WALTERS, 2014).

Com excecdo do acido picossulfurico, todos os demais ligantes passaram nas
regras de Lipinski (LIPINSKI et al.,, 2001), Ghose (GHOSE; VISWANADHAN;
WENDOLOSKI, 1999), Veber (VEBER et al., 2002) e Egan (EGAN; MERZ;
BALDWIN, 2000). O acido picossulfurico viola a regra para valor de TPSA abaixo de
140 e 131,6 A2 para Veber e Egan, respectivamente. Ademais, para os outros ligantes,
estarem dentro dos limites estabelecidos para cada descritor significa atender os critérios
de biodisponibilidade, permeabilidade em tecidos, peso molecular apropriado e
capacidade de interacdo adequada para ser considerado bom ligante (que ¢€
resumidamente caracterizado como druglikeness). As caracteristicas supracitadas foram
preditas pelo SwissADME e podem ser comparadas com o parametro druglikeness
predito pelo Osiris property explorer (Tabela 6). No geral, houve discordancia apenas
com a predicao para o zolmitriptan, que obteve valor de -11,16, mas atendeu aos critérios
preditos do SwissADME. Em dltima analise, todos os ligantes selecionados possuem
grande acessibilidade sintética, o que remete a facilidade de produzir ou comprar tais
compostos.

Os onze ligantes foram submetidos a cinco replicatas de 25 ns de simulagédo
de dindmica molecular para discriminacdo entre as estruturas de acordo com a sua
estabilidade na pose predita pelo docking, permanéncia na cavidade e posterior selecéo
das espécies mais promissoras. O desvio quadratico médio para as cinco replicatas de
cada sistema estdo retratadas na Figura 29. Um ligante bem acomodado em uma regido
possui uma flutuago estrutural que varia em torno de 2,5 A (BOLHUIS, 2006). Como a
pose de docking foi usada como referéncia para 0 RMSD, é normal se observar uma
elevacdo desse valor para algumas estruturas. 1sso representa as limitagcdes que o método
de docking pode apresentar, uma vez que o célculo da pose de interacdo é feito com
descritores limitados e o uso do receptor rigido desconsidera a flutuacdo natural da regido
e adaptacao da proteina a presenca do ligante (ALHOSSARY et al., 2015). A simulagéo
possibilita avaliar com maior precisdo as interacdes moleculares realizadas durante um
periodo de tempo e isso fornece condigOes suficientes para que haja convergéncia do

modo de ligacéo.



66

Figura 29 — RMSD das moléculas selecionadas através do docking proteina-ligante.
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Fonte:Elaborado pela autora.

O que se observa na Figura 29 é que a grande maioria dos ligantes ndo
permanecem na cavidade. Os ligantes efedrina, salsalato, olodaterol, pindolol e
isoprenalina ndo possuem estabilidade para se manter ligados a regido. Os ligantes
efedrina, salsalato e isoprenalina possuem o menor peso molecular dentre as estruturas,
com poucos pontos de ancoragem na cavidade e preferéncia de interacdo com o solvente
ou residuos polares presentes nas imediagGes externas do sitio. J& 0 olodaterol e o pindolol
possuem regides com varios graus de liberdade, o que confere uma alta flexibilidade ao
ligante. O ensulizol, apesar de demonstrar bons valores de RMSD para a maioria das
replicatas, foi dispensado por ter uma estrutura muito rigida, sendo observado pouca
complementaridade a cavidade em alguns frames.

Os ligantes com melhor interagdo com o sitio criptico em PD-L1 foram o0s
ligantes indacaterol e acido picossulfirico. As duas estruturas se mantiveram bem
acomodadas na cavidade durante todo o tempo em todas as replicatas de simulagéo.

Assim, para aumentar a amostragem dos conjuntos foi realizado o aumento do numero de
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replicatas (ao total vinte replicatas de 25 ns) e a simulacdo de replicatas estendidas (trés
replicatas de 500 ns), como pode ser visto na Figura 30. Os valores de RMSD nas

replicatas curtas tiveram pequenas variacdes, oscilando em torno dos 4 A.

Figura 30 — Desvio quadratico medio dos ligantes indacaterol e acido picossulfurico

para as replicatas curtas e estendidas.
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Fonte: Elaborado pela autora. Foram considerados apenas 0s atomos pesados para o calculo.

A maior flutuacdo do indacaterol corresponde ao grupamento mono-hidroxi-
quinolina. Essa porcdo da molécula fica exposta ao solvente interage primordialmente
com a Met59 e a His78 através de interacdes pi-alquil e pi-stacking (Figura 31.B), mas
também pode interagir com trés residuos adjacentes, Lys62, Glu60 e GIn107 (Figura
31.A). Essas intera¢Oes ndo ocorrem simultaneamente, variando os pontos de ancoragem
durante a simulacdo. A transicao entre o estado ligado com Lys62 e ligado com GIn107
€ 0 que causa a rotagdo da molécula e consequente aumento no RMSD representado na
linha azul da Figura 30.C. A regido que mantém a molécula ancorada na cavidade é o
grupamento 5,6-dietil-lindano (Figura 31).

As simulagdes longas mostram que houve convergéncia de estado para duas
replicatas. Na terceira replicata (representada em azul, Figura 30.D) a por¢éo do mono-
hidroxi-quinolina se desloca para uma regido mais exterior na proteina, o nicleo apolar
se desloca da porcdo mais profunda da cavidade para se manter na regido de entrada da

cavidade, propensa a interacdo com o solvente.
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O indacaterol ¢ estabilizado na cavidade prioritariamente por interacdes de
natureza apolar, como pi-alquil, alquil ou liga¢Ges carbono-hidrogénio. A regido
carregada da molécula é estabilizada por uma ponte salina com o Aspl108 e por uma
ligacdo de hidrogénio com o GIn107 (Figura 31.B).

Figura 31 — Representacdo tridimensional do posicionamento dos ligantes na

cavidade e diagrama bidimensional das intera¢des para o indacaterol.
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Fonte: Elaborado pela autora. (A) O ligante esta representado em verde. A superficie da proteina
possui transparéncia para melhor visualizacio da posicdo adotada pelo ligante. (B) O pontilhado em
cinza representa os centros aromaticos da molécula.

Em relacdo ao ligante acido picossulfurico, a variacdo do RMSD se dé& pelos
grupos sulfonados, posicionados na entrada principal (C2) e na entrada secundéria (C3)
(Figura 32.A). Era esperado que 0 RMSD alcancasse valores menores, visto que o ligante
deveria estabilizar a cavidade em uma conformacédo especifica, mas o que foi observado
é que o &cido picossulfurico tem alta mobilidade estrutural, inclusive em uma das
replicatas foi observada a saida do ligante da cavidade (Figura 30. D — Replicata em azul).

A estrutura tridimensional mostra que apesar do acido picossulfarico ter a
maior parte da superficie envolta pelos residuos da cavidade, poucas interagdes sao
realizadas. A piridina é a estrutura mais importante para ancoragem da molécula e
representa a maior porcentagem de interacdes realizadas (Figura 32.B), semelhante a rede
de interacOes realizada com o indacaterol. Por outro lado, as interagcdes mais fortes séo
realizadas com os grupos sulfonados na molécula.

Comparando a estabilidade durante as simulacdes, o ligante indacaterol se
sobressaiu ao acido picossulfurico quando aumentada a amostragem do sistema, enquanto
as simulagdes longas demonstraram uma alta vibragdo do &cido picossulfdrico na regido,

o indacaterol se mostrou mais bem acomodado. Além do mais, a estrutura tridimensional
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do indacaterol é favorecida quando sdo considerados 0s mecanismos necessarios para
levar & abertura da cavidade. Como o movimento principal para a abertura da cavidade é
amovimentacdo da Tyr81 (Figura 16), o espaco habil para a entrada da cavidade favorece

0 arcabouco estrutural do indacaterol.

Figura 32 — Representacdo tridimensional do posicionamento dos ligantes na

cavidade e diagrama bidimensional das interagdes para o &cido picossulfurico.
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Fonte: Elaborado pela autora. (A) O ligante esta representado em azul. A superficie da proteina possui
transparéncia para melhor visualizagdo da posi¢do adotada pelo ligante. (B) O pontilhado em cinza
representa os centros aromaticos da molécula.

As duas moléculas possuem amplo uso no mercado farmacéutico. O
indacaterol é um broncodilatador administrado por via inalatéria e utilizado para o
tratamento de doengas pulmonares crénicas (NOVARTIS, 2014). O indacaterol promove
o relaxamento do musculo liso das vias aéreas através da interagdo com o receptor
adrenérgico beta-2 (KAGAN et al.,, 2012). Possui uma acdo rapida e uma baixa
dissociacdo com o receptor, o que torna um diferencial pelo seu efeito prolongado
(NALINE et al., 2007). Esta molécula quando administrada por via intravenosa apresenta
uma extensiva distribuicdo, cuja infusdo possui volume de distribuicdo de até 2,557 L
(DRUGBANK, 2022).

O é&cido picossulfarico é utilizado na forma de sal (picossulfato) como
produto laxativo. E administrado por via oral e é utilizado para tratamento de constipacéo
ou para lavagem do célon em casos de cirurgia ou exames — como a colonoscopia
(BOEHRINGER INGELHEIM, 2013). Seu mecanismo de a¢do ndo esta bem esclarecido,
sabe-se que a molécula é capaz de provocar o aumento da secrecdo do limen intestinal
atraves da inibicao da absorcédo de agua e eletrolitos. O sal é posteriormente metabolizado

por bactérias nativas para uma forma ativa, o bis-(p-hidroxi-fenil)-piridil-2-metano
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(BHPM), cuja forma € capaz de estimular os movimentos peristalticos (DRUGBANK,
2020; KIM et al., 1992).

N&o h& informacgbes estruturais validadas que descrevam a interacdo dos
ligantes com seus respectivos alvos. Também nado ha descricao do reuso dessas moléculas
para outros fins farmacéuticos, de modo que a interacdo desses ligantes com uma nova
proteina abre caminho para o reposicionamento de farmacos. E interessante destacar que
0s grupamentos 5,6-dietil-lindano e mono-hidroxi-quinolina, responsaveis pela interacao
e estabilidade da molécula na cavidade, ndo se assemelham quimicamente com a estrutura
geral dos compostos patenteados para a interface da PD-L1, conforme discutido no topico
1.2.2. Isso € importante para garantir a especificidade da interagdo — visando o
direcionamento correto do ligante para o sitio — e contribuir para a variagdo quimica de
compostos usados para o tratamento anti-PD-L1. Tendo em vista que alguns pacientes
ndo respondem aos tratamentos atuais com a via, aumentar a variabilidade de farmacos
pode fornecer maior chances de responsividade.

Com base nos resultados obtidos na simulacéo, o indacaterol se mostrou mais
estavel no sitio criptico em PD-L1, conforme discutido anteriormente neste topico. Para
estudo da alteracdo estrutural em PD-L1 induzida pela abertura da cavidade, é necessaria
uma boa dindmica de interacdo e o indacaterol tem predilecdo pelo maior nimero de
interacdes realizadas na cavidade (Figura 31.B). Assim, as etapas futuras do projeto se
desdobram sobre o entendimento dos efeitos estruturais causados na PD-L1, focando

principalmente na regido de interface com PD-1.

4.6 Avaliacdo da modificacio conformacional da interface PD-L1 — PD-1

Como discutido no topico 1.3, a abertura de um sitio criptico pode alterar a
regido ortostérica através da modificacdo das redes de interagdes na proteina e esse € 0
comportamento desejado para prejudicar a ligacdo da PD-L1 com a PD-1. Para entender
o efeito na proteina causado pela interacdo com o indacaterol, foi necessario mimetizar
algumas condigdes que podem acontecer no microambiente celular.

Inicialmente, a proteina na forma livre (forma apo, PDL1;;,.) foi adotada
como sistema controle para observacdo do espago conformacional total alcancado pela
PD-L1 (Figura 33 —A). Em seguida, o complexo PD-1 — PD-L1 (proveniente do cristal
4ZQK, complexo PDLlifC}k) foi adotado como segundo sistema controle, de forma que

as conformagdes da proteina nesse estado sdo as de menor energia para 0 complexo

(Figura 33 —E). O sistema da PD-L1 com o indacaterol foi explorado anteriormente para
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avaliacdo da estabilidade do ligante e sera levado em consideracdo para avaliacdo da
restricdo espacial causada pelo ligante (Figura 33 —B, complexo PDL1/0T).

Em seguida, foi necesséario avaliar o efeito do indacaterol na PD-L1
complexada com PD-1. Entende-se que, mesmo que o ligante restrinja a conformacéo da
proteina, a interacdo com a PD-1 pode néo ser prejudicada e forcar a PD-L1 a retornar ao
mesmo arranjo tridimensional que o adotado no complexo sem ligante. A intencédo foi
observar se a interacdo na interface era capaz de restaurar as conformacg6es nativas da
PD-L1. Para isso, foi idealizada a montagem dois complexos ternarios: (1) complexo
PDL1;7 """, com a pose cristalografica (PDB ID: 4ZQK) como conformagéo inicial
para as duas proteinas (Figura 33.F), com a inclusdo artificial no sitio, por meio de ajuste
de rotameros, e (2) complexo PDL1E21=IPT (Figura 33.B), com conformacao inicial para
PD-1 a pose cristalografica de 4ZQK e a conformacéo de PD-L1 iniciando a partir da
simulagdo com indacaterol (Figura 33.D).

Para validar o complexo ternario PDL1551~PT a mesma pose para PD-L1
foi complexada com PD-1 sem o indacaterol (PDL155%, Figura 33.C). E esperado que
esse sistema retorne a0 minimo conformacional assumido pelo complexo PDL152}, sem
ligante (sistema controle em Figura 33.E).

Figura 33 — Sistemas tridimensionais adotados para estudo da interface de PD-L1.

PDL1;}7 PDL1;p /0T

Fonte: Elaborado pela autora. O indacaterol esta representado em laranja. Em azul estéo as estruturas
cristalogréaficas originarias do complexo PD-1 — PD-L1 (PDB ID: 4ZQK). Em verde estdo as
estruturas de PD-L1 referentes ao cristal 5JDS (PDL15;,,) ou da simulagdo da 5JDS com o benzeno

(PDL1AT, PDL1FRY e PDL1ER1I-IPT) As setas indicam a progressdo do sistema e a correlagéo entre
estruturas.

Para avaliar o comportamento da regido de interface de PD-L1, o arranjo

conformacional de cada complexo foi analisado através da PCA dos residuos a 5 A de
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PD-1, usando a estrutura cristalografica 4ZQK como referéncia. A Figura 34 mostra a
variacdo conformacional colorida pela densidade de frames pertencentes a regido
destacada nos eixos. A proteina na forma livre (Figura 34. A) possui acesso a dois clusters
distintos, sendo o segundo pouco povoado (pertencente a regido positiva para os dois
eixos). A interacdo com PD-1 (Figura 34. B) revela uma restricdo espacial que remete ao
mecanismo de sele¢cdo conformacional, conforme esperado. Esse comportamento é
corroborado por outros trabalhos que discutem a importancia da selecdo conformacional
e do ajuste induzido para a ligagéo do complexo PDL1;,}, (AHMED; BARAKAT, 2017,

LIU etal., 2017).

Na presenca do indacaterol, as conformacbes assumidas pela regido de
interface de PD-L1 sofrem um deslocamento e se concentram nas regides negativas para
0 eixo da PC2 (Figura 34. C). Esse resultado implica que ligante restringe a PD-L1 a
assumir poses diferentes das assumidas pelo complexo PDL1427, (Figura 34. B), que
pode significar o desfavorecimento da interagdo do complexo e a perturbacdo do encaixe
durante a interacdo das proteinas, o que se torna um resultado promissor diante do
objetivo deste trabalho.

Mesmo com a restricdo conformacional do complexo, a ligacdo com PD-1
pode ndo ser prejudicada. Para ampliar as analises e compreender o efeito do ligante na
interacdo proteina-proteina, dois complexos ternarios foram criados, conforme discutido
no inicio do topico. O complexo ternério PDL1;2~"P" (Figura 33.F) mimetiza a ag&o do
ligante apos a ligagdo do complexo PD-1 — PD-L1. O que se pode observar é que em dez
replicatas de 50 ns (Figura 34.D) houve um deslocamento das poses assumidas pelo
completo ternario 1, ndo muito acentuado, mas a maior parte das conformacdes estdo

presentes na regido negativa do eixo de PC2, diferente do observado em PDLlifqlk

(Figura 33.B). Provavelmente esse leve deslocamento se deve a limitacdo da amostragem
de poses, seja pelo pouco tempo de simulacdo ou pelo pouco nimero de replicatas.
Entretanto, esse resultado indica que mesmo ap6s o complexo formado, o indacaterol
pode causar perturbacdes na regido de interacdo proteina-proteina, modificando o acesso
preferencial da regido de interface.

O sistema PDL1ER~1PT mimetiza os momentos iniciais da interagdo com PD-
1 apos a ligagdo de PD-L1 com o indacaterol (Figura 33.D). Na Figura 34.E é possivel
observar que as dez replicatas mantiveram o acesso de regides muito semelhantes ao da
proteina PD-L1 ligada apenas com indacaterol (Figura 34.C). Pode-se atribuir a isso dois
significados, primeiro é que o indacaterol consegue restringir a regido de interface de PD-

L1 mesmo na presenca da PD-1, o que indica que o ligante de fato tem efeito na regido
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de interacdo, como esperado. Segundo é que esse comportamento pode ter sido efeito da

limitag&o da amostragem, como no caso de PDL1, . 'P7.

Figura 34 — Variabilidade conformacional dos residuos de interface de PD-L1 para

as simulagdes convencionais (cMD).
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Fonte: Elaborado pela autora. Os pontos estdo coloridos pela densidade populacional. (A-F) a
amostragem se refere a dez replicatas de 50 ns. (G-1) amostragem se refere a uma replicata de 1ps.

Em ultima analise, 0 complexo de validagdo PDL1:AT (Figura 33.C) mostrou
um deslocamento para valores positivos no grafico e uma pequena tendencia para assumir
poses em valores negativos para PC1, semelhante as poses do complexo cristalografico

PDLlifqlk (Figura 34.F). Era esperado que esse sistema atingisse por completo 0 mesmo

cluster adotado por PDLlﬁff‘}k, mas como pode ser observado, essa tendencia é muito
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suave e assim como os demais sistemas, mostrou limitacbes em varrer um espaco
conformacional maior.

Dessa forma, foram adotadas duas estratégias para aumento de amostragem.
Inicialmente, uma replicata dentre cada complexo foi estendida para 1 pis como iniciativa
para observar a convergéncia de pose e permitir que a regido de interface explore novas
conformacgdes por mais tempo, que estdo representadas na Figura 34.(G, H e I). Em
seguida, foi realizada uma técnica de amostragem através da dindmica molecular
acelerada gaussiana (GaMD), discutido no topico 3.5 (trés replicatas de 200 ns). Esse
método permite uma caracterizacdo eficiente da cinética e termodinamica de interacdo
proteina-proteina e permite sobrepor barreiras energéticas como forma de explorar novos

estados conformacionais, representados na Figura 35.
Figura 35 — Variabilidade conformacional dos residuos de interface de PD-L1 para
as simulacdes aceleradas (GaMD).
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Fonte: Elaborado pela autora. Os pontos estdo coloridos pela densidade populacional. A amostragem
se refere & trés replicatas de 200 ns para cada sistema.

Em analise as simulagdes estendidas (1 pus), quando levado em consideragdo

o complexo PDL1;2~P" (Figura 34.G), é possivel ver o completo deslocamento das

poses em relagdo ao sistema PDLlifqlk, 0 que implica que, partindo da mesma pose

(complexo cristalografico), o sistema com o indacaterol converge para conformacoes
completamente distintas do complexo sem ligante. O mesmo pode ser observado em

PDL1EPI-IPT (Figura 34.H), que mesmo ap6s 1 s de simulagéo, a interface de PD-L1
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ndo alcanca as poses de PDLlifc}k, 0 que sustenta para ambos 0s casos a relacdo do

indacaterol com a modificacdo da regido ortostérica.

Para o complexo de validacdo PDL1E21, as dez replicatas de 50 ns assumem
dois clusters distintos, com centroide em PC1 proximos ao valor de 10 e O,
respectivamente (Figura 34.F). Ao aumentar uma das replicatas para 1 ps é possivel
observar o deslocamento da populacdo para o centro do gréfico (cluster com centro em
PC1 = 0) e uma leve tendencia dos frames se deslocarem para a posi¢do semelhante a

PDLlifqlk. Esse comportamento indica que o tempo de simulacdo estendido foi

determinante para o ajuste dos rotameros da regido de interface em PD-L1 e que €
necessaria uma amostragem adequada para entender o comportamento dos complexos e
a transicao de estados.

Diante disso, optou-se pela execucdo da GaMD para observar a transi¢do dos
complexos através da diminuicdo da barreira energética entre os estados. Foram
realizadas trés replicatas de 200 ns para os complexos duplos e ternarios para observar o
efeito direto do ligante na interface da proteina complexada com PD-1. A simulacao

acelerada da pose cristalografica (sistema PDL1}2.) teve um perfil semelhante ao

observado na cMD, a concentracdo de pontos em um cluster bem definido no gréafico
(Figura 35.A). O sistema PDL152! se concentrou em pontos bastante semelhantes ao
PDL1;2, como esperado. Isso implica dizer o complexo PDL1/, tende naturalmente
convergir para um conjunto de poses restritas e especificas. Percebe-se que mesmo
iniciando com a pose de PD-L1 desfavoravel para a interacdo, é necessaria a presenca do
ligante na cavidade para manter a alteracdo na conformacdo da interface de PD-L1. Todos
os sistemas com o ligante tenderam a se distanciar do centro assumido pelos complexos
binarios PD-1 — PD-L1, o que reforca o ligante é capaz de estabilizar a conformacéo da
interface em poses distintas do complexo com PD-1.

4.7 Descrigdo energética dos sistemas

A modificacdo estrutural é um indicio promissor para selecdo de novos
ligantes, mas é essencial entender em termos energéticos se essa alteracdo é disruptiva e
de fato prejudicial para a interacéo proteina-proteina (ROY et al., 2017). Como forma de
compreender a alteracdo no modo de ligacdo entre PD-1 e PD-L1, foi realizado o calculo
de energia livre através do método MM/GBSA.

A amostragem dessa analise abrange dez replicatas de 50 ns, de forma que os
gréficos na Figura 36.A, B, C e D possuem variacdo conformacional representadas na
Figura 34.B, D, E e F, respectivamente. Conforme discutido no topico anterior, as
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simulacdes representadas na Figura 34.B e Figura 34.D possuem um agrupamento de
configuragdes tridimensionais posicionadas em centroides muito proximos. Como a
simulagdo do cristal PDL1;), retrata a flutuagdo do estado mais favoravel para a
interacdo, espera-se que as replicatas deste sistema (Figura 36.A) sejam as de menor
energia. Comparando a média da energia de ligacdo entre os sistemas, é possivel
acompanhar que para PDLlﬂfZ}k a maior parte das replicatas se mantem abaixo de -50
kcal/mol (Figura 36.A), apesar de que algumas replicatas, como a R4 e a R6, possui altos
valores de energia de ligacdo, bastante proximos ao observado nos demais complexos.
Algumas replicatas de PDL1} 2~ """ (Figura 36.B) também assumem valores abaixo de -

50 kcal/mol, apesar da grande maioria das replicatas se deslocarem para valores mais
positivos.

Figura 36 — Energia livre de ligagdo para os complexos binérios e ternarios.
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Fonte: Elaborado pela autora. Os valores de energia reais estdo suavizados com transparéncia e a
média entre os valores esta destacada na linha espessa.

De modo semelhante, a regido de interface da PD-L1 nos complexos
PDL15RIPT e PDL1ER também estdo agrupados em regides muito proximas no grafico
(Figura 34.E e F, respectivamente). Vale relembrar que o frame inicial para os dois
sistemas parte da mesma conformagcéo (sitio criptico aberto) e a Unica diferenca entre 0s
complexos é a presenca do indacaterol em PD-L1. Como discutido no topico anterior, foi
necessario um aumento significativo na amostragem para observar as diferencas entre 0s
complexos, de forma que as dez replicatas de 50 ns representam estados muito parecidos.

Essa informacao e corroborada pelo perfil energético dos sistemas (Figura 36. C e D).
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Conforme pode ser observado, a diferenca dos valores de energia de ligacéo
nos complexos é suave, de modo que Vvérias replicatas assumem valores semelhantes,
independente do sistema estudado. SupGe-se que a baixa sensibilidade seja atribuida a
derivacdo de energia através da técnica de MM/GBSA. O movimento da cadeia lateral da
regido de interface da PD-L1 pode ser um movimento sutil para ser captado, se revelando
ser uma limitagcdo no estudo desses sistemas.

Apesar da suave diferenca entre os valores de energia, existe, de fato, o
indicio que a abertura da cavidade prejudica em termos energéticos a interagédo entre PD-
1 e PD-L1, tendo em vista 0 comportamento da interface estudado no tépico 4.6 e a média
dos valores de energia. Levando em consideragdo que 0s sistemas que iniciaram a
simulacdo com a cavidade alvo aberta oscilam entre -50 e 0 kcal/mol, entende-se que
existe uma certo prejuizo na interacdo entre PD-1 e PD-L1, que é causado pela abertura
do sitio criptico.

Em andlise final, reiteramos que os resultados obtidos sobre a interagcdo do
indacaterol com o sitio criptico e os consequentes efeitos na proteina dao indicios seguros
de que € possivel modular a estrutura da PD-L1 tendo como alvo uma cavidade nédo
associada com a regido ortostérica — diferente de como é visto para os demais

blogueadores de PD-L1 da classe de pequenos ligantes.

5 CONCLUSAO

A porcdo IgV da PD-L1 é pequena e com carater predominante apolar,
caracteristicas essas que limitam o desenho racional de ligantes para essa proteina. Apesar
disso, as peguenas moléculas ainda sdo estudadas como forma de modular a proteina,
visto que possuem caracteristicas farmacocinéticas favoraveis para producdo e
administracdo ao paciente. Dessa forma, a busca por novas regides de interacdo se mostra
crucial para adotar uma abordagem mais dindmica e efetiva para o tratamento de doencas
oncoldgicas.

De fato, foi possivel revelar novos sitios em PD-L1, com o auxilio da
simulacdo de dindmica molecular com cossolvente. As sondas apolares foram mais
eficientes para explorar a maior parcela da superficie, em especial o benzeno, que foi o
cossolvente capaz de expor um novo sitio criptico na PD-L1. Tal sitio é caracterizado por
uma regido protegida pela Tyr81, que funciona como um gatekeeper, mantendo a area
exclusa de contato com o solvente. O deslocamento desse residuo foi 0 movimento-chave
para permitir a entrada da sonda na cavidade. Os sitios cripticos possuem uma

importancia especial, visto que podem induzir alteracGes alostéricas por meio da alteracéo
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na rede interna de residuos. No caso da PD-L1, surge assim uma nova cavidade que pode
ser adotada para o desenvolvimento de novos ligante com efeito modulador negativo para
a interagdo com PD-1.

Pela proximidade da cavidade com a alga C’’D, 0 volume do sitio criptico
possui grande variacdo durante as simulacdes e essa alta flexibilidade pode ser uma
caracteristica interessante para aumentar a variabilidade da escolha de moléculas, tendo
em vista a possibilidade de selecionar ligantes com diferentes valores de peso molecular.
De fato, foi observada também a existéncia de uma abertura secundaria (entrada C3), que
se comunica com a alga C’’D. Foi observado que nas conformacgdes com as duas entradas
expostas, a alga C*’D tende a se estabilizar formando uma fita-beta antiparalela a fita C’,
diminuindo a flutuacdo da regido, em contrabalanco com a presenca do ligante na
cavidade.

As andlises dos cristais de PD-L1 revelam a presenca de dgua na regido da
cavidade para algumas estruturas co-complexadas com outra proteina, anticorpo ou
pequena molécula. Isso corrobora com os resultados das andlises in silico, que a cavidade
alvo neste estudo adota o perfil de um sitio criptico. Ademais, a predicdo realizada com
o Dogsite indica que a cavidade também tem boas caracteristica para realizar interacdo
com pequenos ligantes, apresentando um drugscore de 0,84. O que destaca a importancia
de um novo sitio criptico para a modula¢do da PD-L1

Fomos também capazes de identificar o indacaterol, farmaco utilizado como
broncodilatador, como um possivel ligante para esta cavidade, a partir de um virtual
screening do banco de dados de moléculas aprovadas pelo FDA. A molécula apresenta
um centro hidrofébico (5,6-dietil-lindano) que permite a ancoragem no sitio criptico,
enguanto a porcdo mono-hidroxi-quinolina realiza interacbes polares com residuos
circundantes carregados para garantir a estabilidade no sitio.

A anélise da interface da PD-L1 mostrou que a presenca do ligante é capaz
de induzir um movimento semelhante a selecdo conformacional, e que restringe as
conformacg0Oes para estados diferentes do adotado no complexo PD-1 — PD-L1. Esse
comportamento é observado tanto com a proteina nao-ligada a PD-1, quanto no complexo
ternario (PD-1, PD-L1 e indacaterol) o que destaca a relacdo intrinseca dos residuos da
cavidade com a regido da interface. Esse comportamento abre espaco para a discussdo
sobre regulacdo alostérica, que até o presente momento, € desconhecido para PD-L1.
Entretanto, mecanismos complexos como a alosteria demandam uma série de analises
robustas que exigem um certo tempo e esfor¢o. Desse modo, fica aberto o tema para se

desbravar em etapas futuras.
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A anélise energética dos sistemas corrobora com a flutuacdo da interface, de
modo que as poses resultantes da simulacdo do cristal da PD-L1 complexada com PD-1
tiveram os menores valores de energia (conforme esperado). Para os sistemas com o
indacaterol foi visto que os valores de energia de ligacdo tendem a se aproximar do zero,
0 que destaca que a presenca do ligante prejudica a interacdo proteina-proteina.

De fato, as informacOes ressaltadas destacam a importancia de analises
voltadas para regifes ainda ndo exploradas em proteinas de interesse farmacol6gico. O
potencial efeito alostérico do ligante, ou a proposicéo do reuso dessa molécula reafirmam
a relevancia do desenvolvimento racional de farmacos como uma estratégia para busca

de novos tratamentos para o cancer.
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APENDICE A - SOMATORIO DE INTERACOES ENTRE O
COSSOLVENTE E A PD-L1. OS CONTATOS ESTAO MARCADOS EM
ESCALA DE CORES QUENTES, QUE VARIA ENTRE O BRANCO (SEM
CONTATO), O AMARELO (VALOR MEDIO DE CONTATOS) E O
VERMELHO (NUMERO MAXIMO DE CONTATOS).
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APENDICE B - ESTADOS CONFORMACIONAIS DOS COSSOLVENTES
NA CAVIDADE EM PD-L1.
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APENDICE C - VALORES DE AFINIDADE PARA AS POSES
RESULTANTES DO DOCKING RECEPTOR-LIGANTE (KCAL/MOL).
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