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RESUMO

MODESTIA S. M. Planejamento e desenvolvimento de ligantes ndo peptidicos com
atividade agonista enviesada no receptor de angiotensina Il tipo 1 empregando-se
técnicas de modelagem molecular e ensaios in vitro. 2019. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2019.

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome de elevada morbimortalidade, correspondendo a
um grave problema de salde publica. Uma das abordagens terapéuticas para IC consiste no uso
de antagonistas do receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1R), conhecidos como sartanas.
Estudos apontam que uma nova classe de compostos, 0s agonistas enviesados, é capaz de
induzir a sinalizacdo da via da B-arrestina sem ativacdo da via da proteina G. Essa seletividade
funcional é particularmente interessante, pois a via dependente da proteina G € responsavel pelo
aumento da pressdo arterial, morte celular e fibrose tecidual, levando a hipertrofia cardiaca e
progressdo da IC. No entanto, a via da B-arrestina estd associada com renovacdo celular e
aumento do inotropismo. Além disso, estudos in vivo sugerem que agonistas enviesados
poderiam corresponder a uma terapia superior a dos antagonistas convencionais, que blogueiam
ambas as vias. Apesar do potencial terapéutico, esses compostos possuem estrutura peptidica e,
por isso, tem sua administracdo restrita a via intravenosa. A resolucdo da estrutura
cristalogréfica do AT1R permitiu estudos de modelagem molecular mais acurados. Tendo isso
em mente, nesse trabalho foram propostos agonistas enviesados de natureza ndo peptidica para o
ATIR por meio de técnicas de modelagem molecular e validacdo das hipéteses levantadas por
ensaios in vitro. Foram realizados estudos de dindmica molecular com o AT1R (PDB ID:
4YAY) em uma bicamada lipidica e ensaios de ancoramento molecular da angiotensina Il
(Angll) e do ligante enviesado TRV027. As poses de ancoramento molecular selecionadas
foram utilizadas em dindmicas de complexo, que revelaram diferencas entre os sistemas apo
(sem nenhum ligante) e holo (com o ligante no sitio de ligagdo). Nossos resultados sugerem que
0 TRVO027 induz um padrdo exclusivo de ligacBes de hidrogénio e de estrutura secundéria,
enquanto que a Angll afeta os residuos do bolso hidrofébico do sitio de ligacdo, principalmente
a conformacdo do Trp253%4¢. Com base nas simulagdes, trés farmacdforos foram criados e
utilizados de maneira complementar em triagens virtuais na base de dados ZINC15, resultando
na selecdo de cinco compostos. Um desses compostos apresentou afinidade pelo receptor AT1R
e, ainda que estudos complementares de ativacdo de vias especificas sejam necessarios para que
0 composto possa ser classificado como agonista enviesado, ja se constitui em molécula
potencialmente promissora. Além disso, esses estudos permitiram a proposi¢do de estruturas
inéditas que podem vir a ser hits no processo de desenvolvimento de agonistas enviesados para
ATI1R. Portanto, como continuidade desse trabalho, essas moléculas serdo sintetizadas e
investigadas quanto a possivel interagcdo com o receptor.

Palavras-chave: modelagem molecular, agonismo enviesado, receptor de
angiotensina Il do tipo 1, insuficiéncia cardiaca.



ABSTRACT

MODESTIA S. M. Drug design of non-peptidic biased agonists for angiotensin Il type
1 receptor using molecular modeling techniques and in vitro tests. 2019. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 20109.

Heart Failure (HF) is a common syndrome with high morbimortality, being considered a serious
public health problem. One of the therapeutic approaches for HF consists in the use of the sartan
class, which are angiotensin Il type 1 receptor (AT1R) antagonists. Recent studies have shown
that a new class of compounds, known as biased agonists, is able to induce signaling via f-
arrestin without G-protein activation. This functional selectivity is particularly interesting since
G-protein dependent signaling is responsible for cell death and cardiac tissue fibrosis, which
leads to cardiac muscle hypertophy and HF progression. On the other hand, B-arrestin signaling
is associated with cellular renewal and increased inotropism. In vivo studies suggests that biased
agonists could correspond to a superior therapy over conventional angiotensin Il type 1 receptor
antagonists, which blocks cell signaling as a whole, however their peptidic structure restricts
their use to intravenous administration. Moreover, the AT1R crystal structure determination
holds great promise for more accurate molecular modeling studies. With that being said, the aim
of this work was to plan and develop new non-peptidic biased agonists for ATR1 employing
molecular modeling techniques and in vitro tests for hypothesis validation. Molecular dynamics
(MD) simulations of the refined AT1R crystal (PDB ID: 4YAY) embedded in a lipid bilayer
and molecular docking studies with angiotensin 1l (Angll) and TRV027 (biased agonist) were
conducted. Selected docking poses from both ligands underwent complex MD simulations
revealing differences between apo (ligand free) and holo (ligand in the binding site) systems.
Our results suggest that TRV027 induces an exclusive hydrogen bond and secondary structure
pattern, while Angll affects the hydrophobic pocket conformation, mainly Trp253. Based on
the simulations, three pharmacophore models were created and used in virtual screenings in the
ZINC15 database, resulting in the selection of five compounds that were tested in vitro. One of
the compounds displayed affinity for AT1R and is a promising molecule. Nonetheless, it needs
further pathway activation characterization in order to be a classified as a biased agonist.
Furthermore, these results have contributed significantly for the proposition of new structures
that could be hits with biased agonist activity for AT1R. Thus, for future works, we point out
the necessity for synthesis and characterization of this new compounds.

Keywords: molecular modeling, biased agonism, angiotensin Il type 1 receptor, heart
failure.



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A resolucéo de problemas de eficécia e seguranca de farmacos e medicamentos,
bem como a busca por novas terapias, sdo alguns dos objetivos das ciéncias
farmacéuticas. Na area de cardiologia, alguns desafios precisam ser superados quanto ao
uso de bloqueadores do receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1R) na insuficiéncia
cardiaca. Esses antagonistas compreendem a classe das sartanas, utilizadas no
tratamento da hipertrofia cardiaca e hipertensdo, que fazem parte da sindrome da
insuficiéncia cardiaca. Mesmo apresentando eficacia na diminuicdo da pressao
sanguinea, o uso de antagonistas de AT1R provoca um efeito inotrdpico negativo, ou
seja, resulta na diminuicdo da forca de contracdo do musculo cardiaco. Esse efeito
secundario € prejudicial, principalmente em pacientes com insuficiéncia cardiaca,
pois leva a progressdo da doenca (Porth, 2011, Metra et al., 2017, SBC, 2019).

Quando o agonista pleno se liga ao AT1R, um receptor acoplado a proteina G
(GPCR), acredita-se que a via iniciada pela proteina G seja responsavel pelo aumento da
pressdao sanguinea e hipertrofia cardiaca, enquanto que a via da p-arrestina seja
responsavel pelo processo de renovacdo celulare o efeito inotrépico positivo. Em
contrapartida, as sartanas impedem ambas as vias de sinalizacdo, provocando a
diminuicdo da pressdo sanguinea, por inibicdo da via da proteina G, mas também

provocam efeitos indesejados, por inibicdo da via da p-arrestina (Brunton, 2012).

A descoberta de compostos capazes de se ligarem ao ATI1R e ativarem
exclusivamente a via da p-arrestina, resultou na criacdo de uma nova classe de
compostos, 0s agonistas enviesados (Violin et al., 2014). Desse modo, esses novos
agonistas seriam capazes de diminuir a pressdo sanguinea sem causar o efeito inotrépico
negativo, pois a via da PB-arrestina é ativada, podendo corresponder a uma terapia
superior as sartanas (Granier, et al., 2012).

Até 0 momento, todos os agonistas enviesados conhecidos para 0 AT1R séo
peptideos baseados na estrutura da angiotensina Il. O mais ativo destes compostos, 0
TRV1200027 (Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-D-Ala), chegou a ser testado em ensaios
clinicos de fase Il por uma empresa especializada em farmacos com atividade
enviesada,a Trevena Inc (Pang et al., 2017). Apesar do potencial desses

compostos, algumas limitacbes farmacocinéticas precisam ser superadas. Por ser um
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peptideo, o composto TRV1200027 apresenta uma meia-vida de apenas dois minutos e
ndo pode ser administrado por via oral, sendo, portanto, limitado ao ambiente
hospitalar. Desta forma, a descoberta de outros agonistas enviesados de natureza nao
peptidica para 0 AT1R é de extrema relevancia e teria grande impacto no tratamento da
insuficiéncia cardiaca. Nesse sentido, 0 emprego de técnicas computacionais, como a
triagem virtual, associadas a técnicas experimentais, corresponde a uma alternativa

viavel para a descoberta de agonistas enviesados ndo peptidicos para o AT1R.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Insuficiéncia cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) é definida como uma complexa sindrome
resultante de qualquer desordem funcional ou estrutural do coragdo que cause O
desenvolvimento de um baixo débito cardiaco. Essa capacidade reduzida de bombear
sangue compromete as necessidades metabdlicas do organismo, podendo levar a morte.
A IC ndo é uma doenca isolada, consistindo na via final de comorbidades, como
hipertensdo arterial sisttmica, diabetes melitus, doenca de Chagas e coronariopatias.
(Nogueira et al., 2010; Brunton, 2012; Metra et al., 2017; SBC, 2019).

A prevaléncia da IC aumentou nas Gltimas cinco décadas e, ainda hoje, a
mortalidade pode ultrapassar 50% em 5 anos, a partir do momento do diagndstico
(Mozaffarian et al., 2016). Estudos de prevaléncia estimam que 23 milhdes de pessoas
no mundo tenham essa sindrome e que dois milhfes de casos novos sejam
diagnosticados anualmente. Além dos custos diretos relacionados as frequentes
internacdes, a IC também é responsavel por aposentadorias precoces e significante
perda de qualidade de vida. Nos Estados Unidos, estima-se que os custos foram de 30,7
bilhdes de dolares em 2012, sendo 68% desse valor atribuido a custos médicos diretos e

o restante a morbidade da doenca (Heidenreich et al., 2013).

Por ser uma via final de outras patologias, a incidéncia de IC aumenta com o
envelhecimento da populacdo. Somente nos Estados Unidos, estima-se que 5,8 milhdes
de pessoas tenham IC e que a incidéncia seja de mais de 915.000 casos por ano
(Mozaffarian et al., 2016). De fato, no Brasil, a IC ja € a principal causa de internacdo
pelo SUS (Sistema Unico de Salde) em pacientes acima de 60 anos (SBC, 2019).
ProjecBes indicam que em 2025 o Brasil terd a sexta maior populacdo de idosos do
mundo (Nogueira et al., 2010) e que essa sindrome sera a principal causa mundial de
morte por doenca cardiovascular. Por esses motivos, a IC é considerada um grave

problema de saude pablica pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

Desde a década de 50, diversos farmacos foram introduzidos na terapéutica de
IC, inicialmente com o intuito de apenas amenizar 0s sintomas e, posteriormente,
focando na diminuigéo da progressdo da doenca (Porth, 2011). Os farmacos utilizados

na terapéutica incluem: inibidores da enzima conversora de Angiotensina (ECA),
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digitalicos, diuréticos, antagonistas de aldosterona, bloqueadores [-adrenérgicos,
vasodilatadores, antagonistas de canais de célcio, antiarritmicos, anticoagulantes e os
antagonistas do receptor de angiotensina Il, as chamadas sartanas (SBC 2019).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona é um eixo enddcrino responsavel pela
regulacdo da pressdo e balanco eletrolitico do nosso organismo. Uma das abordagens
terapéuticas para IC, consiste no bloqueio da sinalizacdo do receptor de angiotensina Il
do tipo 1 (AT1R, Angiotensin Il Type 1 Receptor). A interacdo da angiotensina Il
(Angll, Figura 1) com o ATI1R resulta em resposta inotropica positiva no musculo
cardiaco, hipertrofia cardiaca e aumento da pressdo arterial. A losartana, composto
prototipo da classe das sartanas, age antagonizando os efeitos sisttémicos da
angiotensina 1l (Angll). Apesar da diminuicdo da hipertrofia cardiaca e pressao
sanguinea ser benéfica, o efeito inotropico negativo pode ser prejudicial para pacientes

com IC pois agrava a deficiéncia (Belmonte et al., 2012).

Angiotensina Il

Val3 lle5 Pro7 i Phe8
Jk I'/ §CH3
/\/\’/lL : ::O
8]
Arg2
NH
Tyrd
o~ o
Aspl

Aspl-Arg2-Val3-Tyr4-lle5-His6-Pro7-Phe8

Figura 1. Estrutura molecular e sequéncia de aminoacidos do hormonio angiotensina Il.

2.2. O Receptor de Angiotensina Il do Tipo 1 (AT1R)

O ATIR pertence a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G (GPCR —
G protein-coupled receptor), que enviam sinal intracelular a partir da interagdo com um
ligante ou estimulo presente no meio extracelular, desencadeando uma cascata de
sinalizacdo. O ATI1R faz parte da familia mais populosa de GPCRs: 0s receptores
semelhantes a rodopsina. Esses receptores sdo caracterizados pelos sete dominios
transmembrana em a-hélice (TM 1-7), trés algas extracelulares (extracellular loop, ECL

1-3), trés alcas intracelulares (intracellular loop, IL1-3) e as por¢Ges N-terminal e C-
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terminal (Venkatakrishnam et al., 2013). Recentemente a estrutura do AT1R foi
resolvida por cristalografia de fase lipidica (Figura 2) revelando a posicao de diversos
residuos conservados e o0 modo de ligagdo de antagonistas (ZD7155 e olmesartana,
Zhang et al., 2015a, Zhang et al., 2015b). Apesar da diferenca de nimero e sequéncia
de aminoacidos entre os receptores, GPCRs compartilham grupos de residuos altamente
conservados com funcdes bem definidas, os chamados motivos. Para facilitar a
comparacdo entre GCPRs adotaremos a nomenclatura de Ballesteros-Weinstein
(Ballesteros and Weinstein, 1995), que atribui dois nimeros para cada aminoacido. O
primeiro namero identifica o dominio ao qual 0 aminoacido pertence e o segundo indica
a posicdo em relacdo ao aminoacido mais conservado da hélice, o residuo 50. Desta
forma, por exemplo, o Asp12534° corresponde ao Asp125 que antecede o residuo mais
conservado na hélice 3 (TM3), a Arg126%°,

4YAyY Dominios Residuos

N-terminal ~ TM1()  Phe28-Mets7

ICL1 Lys58 -Val62

™7 ECL1 Glu91-Phe96

IcL2 Val131-Argl37

M5 ECL2 His166 - lle191

TMDS5 (V) Prol92 - Ala221

™4 ICL3 Leu222 - Asn235

ECL3 1le270-Cys274

Hélice 8 C-terminal Tyr319- Glu359

Figura 2. Estrutura do receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1R, codigo PDB: 4YAY) obtido
por cristalografia, mostrando os sete dominios transmembrana (7TM) em a-hélice
caracteristicos da classe das GPCRs. Ao lado esquerdo, encontra-se a divisdo estrutural do
ATI1R com os respectivos intervalos de residuos pertencentes a cada dominio. Representacdo na
forma de cartoon.

A sinalizacéo celular do AT1R (Figura 3) comeca com a ligacdo da angiotensina
I, provocando a estabilizagdo da conformacdo capaz de se ligar & proteina G
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heterotrimérica (Dewire et al., 2007). A proteina G entdo se dissocia em um dimero (By)
e na subunidade oq, que ativa a fosfolipase C (PLC). A ativacdo da PLC resulta na
liberacdo de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IPs, por sua vez,
provoca aumento dos niveis intracelulares de célcio, provocando a ativagdo da proteina
quinase C, PKC (junto com o DAG). A continuagéo dessa cascata resulta nas respostas

celulares anteriormente citadas, como a vasoconstri¢do (Aplin et al., 2009).

Logo apds a ativacdo, os GPCRs sdo prontamente fosforilados por quinases de
receptores acoplados a proteina G (GRKSs) e se ligam a proteinas da classe das B-
arrestinas. Essa ligacdo impede a interacdo receptor/proteina G, interrompendo a
sinalizacdo do receptor, processo chamado de dessensibilizacdo. Por fim, a B-arrestina

ainda ativa outras vias que resultam na internalizacéo do receptor.

Wl P ®& /o
Internalizagdo Fosforilagio - Continuacao da

do receptor | l cascata de sinalizacao

ca® +
@ Respostas celulares

Figura 3. Cascata de sinalizacdo do AT1R segundo o paradigma classico. A ligacdo da Angll
provoca a estabilizacdo da conformacdo do receptor capaz de levar a ligacdo e ativacdo da
proteina G heterotrimérica (G.q). A proteina G, entdo, ativa a fosfolipase C (PLC), que gera
trifosfato de inositol (IPs). Este segundo mensageiro provoca 0 aumento da concentragdo
intracelular de Ca?*, consequentemente, ativando a proteina quinase C dependente de célcio
(PKC). A cascata de sinalizagdo continua e resulta nos efeitos biolégicos descritos
anteriormente. Uma vez ativados, os GPCRs sdo rapidamente fosforilados por quinases de
receptores acoplados a proteina G (GRK — G protein-coupled receptor kinases) e se ligam a
proteinas da classe das [-arrestinas (B-Arr2). Este processo interfere com a interagdo
receptor/proteina G, impedindo a continuidade da sinalizagdo. Além da dessenssibilizagdo do
receptor, a -Arr2, também promove a internalizacéo do receptor (adaptado de Godin et al.,
2012).

Estudos demostraram que ligantes sdo capazes de ativar a via da B-arrestina de
forma independente da ativacdo da proteina G e vice-versa, resultando em vias de
sinalizacdo e respostas bioldgicas distintas (Kenakin, et al., 2005). Estudos com

mutantes do AT1R indicam que essa ativacgao seletiva poderia ocorrer tanto pela falta de
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capacidade de ativar a proteina G, quanto por uma maior afinidade do receptor pela f3-
arrestina (Granier; Kobilka, 2012). A observagédo de fendmenos similares em diferentes
GPCRs, como o receptor B-adrenérgico e p-opioide, levou ao desenvolvimento do
termo seletividade funcional ou agonismo enviesado (Violin et al., 2014; Granier et al.,
2012).

O primeiro agonista enviesado para 0 AT1R, um peptideo baseado na Ang Il
denominado SlI [(Sart,1le*11e®)-Angll], foi capaz de ativar a ERK (segundo mensageiro
da cascata de sinalizacao da B-arrestina) de modo independente da ativacdo da proteina
G (Wei et al., 2003). Apesar de apresentar baixa afinidade pelo receptor quando
comparado a Angll (Holloway et al., 2002), o peptideo SII possibilitou a descoberta de
dois novos agonistas enviesados, TRV1200023 [(Sar’Lys> Ala®)-Angll] e
TRV1200027 [(Sar!,D-Ala®)-Angll], com maior afinidade pelo receptor (Violin et al.,
2010). Outros peptideos com acdo enviesada foram descritos mais recentemente, porém,
com afinidade inferior aos ja descritos (Zimmeramann et al., 2012 e Rajagopal et al.,
2011, St-Pierre et al., 2018).

Esta seletividade funcional do AT1R é particularmente interessante porque a
componente dependente de proteina G (Figura 4) é responsavel pelo desenvolvimento
de morte celular e fibrose tecidual, o que leva a hipertrofia cardiaca deletéria e a
progressao a insuficiéncia cardiaca. Por outro lado, a sinalizagdo seletiva da via da B-
arrestina estd associada com fendtipos como renovagdo celular e regulacdo de
contragdes musculares (Boerrigter et, al., 2011). Portanto, compostos capazes de ativar
apenas a via da B-arrestina poderiam corresponder a uma nova estratégia terapéutica no

tratamento de doencas cardiovasculares (Violin et al., 2014).

O composto mais potente, 0 TRV120027 (TRV027), chegou a etapa de ensaios
clinicos de Fase Il para o tratamento de insuficiéncia cardiaca aguda descompensada
(Trevena Inc., NCT01187836; NCT01444872, 2012). No entanto, o TRV027 ndo
provocou melhoras clinicas quando comparado ao placebo ao longo de 30 dias (Pang et
al., 2017). Liu e colaboradores apontam que agonistas enviesados especificos para a via
da p-arrestinal, como o TRV027, ativam o receptor transiente de calcio da subfamilia 3
(TRPC3), resultando na liberacdo de catecolaminas que provocam um aumento da
pressdo arterial. (Liu et al., 2018). Alternativamente, compostos que ativem

seletivamente a via da B-arrestina2 exclusivamente, como o TRV067, mostraram a
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capacidade de melhora de funcéo cardiaca in vitro e ainda correspondem a uma possivel

alternativa as sartanas (Ryba et al., 2017).

Antagonistas

Angiotensina ll convencionais

Ligantes enviesados

/N N A
G D © & © €D
vy v vy

Efeitos Efeitos Efeitos Efeitos Efeitos Efeitos
indesejados benéficos benéficos adversos benéficos benéficos
tPressio sanguinea Sobrevivéncia celular +Press3o sanguinea +Sobrevivéncia celular 7LF'TE‘.'SSﬁG sanguinea SObrE!\u'iVéinl:iEI celular
Hipertrofia Renovacao celular 4 Hipertrofia JRenovacdo celular | Hipertrofia Renovacdo celular

Figura 4. Diferentes efeitos de ligantes sobre 0 AT1R (adaptado de Aplin et al., 2009).

Apesar do potencial representado pelos agonistas enviesados, sua natureza
peptidica os torna farmacocineticamente inviaveis por via oral devido a degradacéo por
peptidases gastricas, o que os limita ao ambiente hospitalar (Soergel et al., 2013). Desta
forma, o entendimento dos requisitos estruturais que levam ao agonismo enviesado é
informacdo fundamental para o planejamento de novos compostos capazes de ativar

somente a via da (-arrestina.

A obtencdo dos cristais do AT1R com um antagonista (ZD7155) e um agonista
inverso (olmesartana) corresponderam a uma oportunidade para estudos mais precisos
na area de modelagem molecular (Zhang et al., 2015a, Zhang et al., 2015b), pois as
estruturas obtidas por cristalografia sdo as mais confiaveis para o inicio de estudos de
modelagem molecular (Leach, 2003). Até entdo, modelos de homologia baseados na
estrutura de outros cristais, como o0 CXCR4 (Zhou, et al., 2012, Wu et al., 2010), eram
usados para modelar o AT1R. No entanto, como as sartanas possuem um modo de
ligagdo exclusivo (Unal et al., 2010), o conhecimento sobre 0 modo de ligagdo de
peptideos dependia de estudos de mutagénese, ensaios bioquimicos e estudos
farmacoldgicos (Fillion et al., 2013). Paralelamente ao nosso trabalho, 0 AT1R teve sua
estrutura resolvida com o agonista parcial S118 ([Sar', Leu®]Angll), PDB ID: 6DO1,
Wingler et al., 2019b), o que corresponde a um marco para a compreenséo do modo de

ligacdo de peptideos.
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2.3. Modelagem molecular no estudo conformacional de proteinas

A modelagem molecular € uma alternativa cada vez mais viavel e econémica no
processo de introdugdo de um novo farmaco no mercado. 1sso se deve aos constantes
avancos em diversas areas, como a caracterizagdo de biomacromoléculas, conhecimento
de processos bioquimicos envolvidos nas bases moleculares das doencas e,

principalmente, da ciéncia computacional (Katrizky et al., 2006, Singh et al., 2006).

Segundo a IUPAC, a modelagem molecular é definida como a investigacdo das
estruturas e das propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas
de visualizacdo gréfica, visando fornecer uma representacdo tridimensional de um
sistema, sob um dado conjunto de circunstancias. Nesta definicdo se encaixam o0s
sistemas biologicos como os envolvidos na interacdo farmaco-biomacromolécula alvo
(receptor, enzima, acido nucléico e canais de ions). A modelagem molecular pode ser
dividida em duas vertentes, o planejamento indireto ou independente do receptor
(Ligand Based Drug Design, LBDD), que se vale somente da estrutura dos ligantes
disponiveis, e o planejamento direto ou dependente do receptor (Structure Based Drug
Design SBDD), que utiliza a estrutura tridimensional da biomacromolécula alvo em

complexo com a micromolécula, (Cohen et al., 1996; Wermuth, 2007).

O ancoramento molecular, ou docking, é uma técnica comumente utilizada na
abordagem de SBDD. Ela permite o estudo da interacdo entre uma micromolécula e
uma biomacromolécula por fornecer uma predicdo da estrutura do complexo farmaco-
receptor, a chamada pose de docking. O ancoramento molecular envolve duas etapas
basicas: a primeira consiste na predi¢do da conformacao, posicdo e orientacdo do ligante
no sitio de ligacdo da proteina e a segunda na avaliacdo da afinidade pelo receptor.
Essas duas etapas podem ser sumarizadas como método de amostragem de conférmeros
e estimacdo da afinidade da pose pelo receptor, respectivamente (Meng et al., 2011). As
funcbes de score baseadas em campos de forga fazem uma estimativa dessa afinidade
do ligante pelo receptor calculando a soma das interacbes do tipo ndo ligada
(eletrostatica e van der Waals). Alguns programas, como o GOLD, consideram ainda
ligagbes de hidrogénio, solvatacdo e até alguns termos entrdpicos, entretanto, a
capacidade preditiva destas func¢des continua longe do ideal (Cheng et al., 2015). Outra
limitacdo desta técnica diz respeito ao tratamento da biomacromolécula, que é

considerada rigida ou semirrigida, durante o ancoramento. Para contornar esse
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problema, pode-se realizar 0 ancoramento em um conjunto de conférmeros da proteina,
o chamado ensemble docking (Korb et al., 2012), ou ainda se recorrer a outras técnicas

que permitam estudar a flexibilidade de complexos, como a dinamica molecular.

As simulagdes de dindmica molecular (DM) correspondem a uma técnica
versatil e tem se tornado ferramenta indispensavel no estudo estrutural de modelos de
biomoléculas para complementar os dados experimentais. De fato, atualmente a DM
permite a implementacdo de estratégias de SBDD que utilizam a total flexibilidade
estrutural do modelo-farmaco receptor (de Vivo et al., 2016). A dindmica molecular é
capaz de gerar conformaces representativas de moléculas em escala atbmica ao longo
do tempo, promovendo um panorama detalhado das mudancas conformacionais do
sistema (Leach, 2001). A DM é baseada nos principios da mecanica newtoniana,
considerando as moléculas como grupos de atomos unidos por forcas harmonicas
medidas através de energias potenciais (VanGunsteren et al., 1990). Ao conjunto de
funcBes de energia potencial e parametros utilizados para descrever o sistema é dado o
nome de campo de for¢ca. O campo de forga permite que a energia potencial total do
sistema seja calculada como a soma de diversos termos de contribuicdo de energia.
Considerando-se Eiwt como a energia potencial total do sistema, um campo de forca
tipico pode ser expresso por meio das seguintes contribuicdes de energia, indicadas na

equacéo 1.

Epy=2 E g+ Ep + > E > E +> E, +>E,
(Eq.1)

O valor de cada termo é calculado com base em um valor de equilibrio (ou

ideal), sendo Eest a energia de deformacgdo axial ou de estiramento de ligacdo, Eang
representa a energia de deformacdo angular, Evaw representa a energia de van der
Waals, E14 corresponde a energia de interagdes ndo ligadas do tipo 1-4 ou de Lennard-
Jones, Eq € a energia de atracdo ou repulsdo de Coulomb entre duas cargas
(eletrostatica) e Etwrs, que corresponde a deformacdo torsional ou de diedros proprios
(Pronk et al., 2013). A escolha de um campo de forca depende do sistema a ser
estudado, pois eles sdo parametrizados para reproduzir dados experimentais de
determinados tipos de moléculas, como proteinas, acidos nucleicos e lipideos, em

condicBes especificas.
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2.4. Ensaios de afinidade com radioligantes (ensaios de binding)

Ensaios de afinidade com radioligantes correspondem a uma ferramenta
importante para a quantificagdo e caracterizagdo de receptores, sendo vastamente
empregados em estudos com GPCRs. Um radioligante é definido como qualquer ligante
que tenha em sua estrutura um atomo que emita radiacdo e que seja capaz de interagir
com um receptor, enzima, canal ou outra proteina de interesse (Hulme et al., 2010).
Desta forma, o uso de detectores de emissdo permite identificar a presenca destes
compostos marcados em amostras contendo proteinas e avaliar a ocorréncia ou ndo de
ligacdo com as mesmas. A tecnica é baseada na lei de acdo de massas e 0s principais

eventos cinéticos sdo brevemente descritos abaixo.

Quando o ligante em solugdo possui energia suficiente e orientacdo adequada, a
colisdo com o receptor resulta na formacdo do complexo ligante-receptor. A taxa de
associacao, ou nimero de eventos de formagdo ligante-receptor, é igual ao produto da
concentracdo de ligante pela concentragdo de receptor multiplicada por uma constante
Kon, que é definida como a constante de taxa de associacdo. Uma vez formado, o
complexo ligante-receptor permanece unido por um tempo dependente da afinidade do
ligante pelo receptor e outros eventos estocasticos, sofrendo depois uma dissociacdo. De
modo anélogo, a taxa de dissociacdo, ou nimero de eventos de dissociacdo por unidade
de tempo, corresponde ao produto da concentracdo de complexos ligante-receptor por
Kotf (constante da taxa de dissociacdo). Quando o equilibrio é atingido, os complexos
ligante-receptor sdo formados na mesma velocidade em que se dissociam, como

mostrado abaixo:

[Ligante]-[Receptor]- K,,, = [Ligante-Receptor]- K ¢

(Eq. 2)
Rearranjando a formula para a obtengdo da constante de dissociacao, temos:
[Ligante] -[Receptor] Ky K
[Ligante-Receptor] B Kon d (Eq. 3)

O quociente Kor/Kon € chamado de constante de dissociacdo do equilibrio e
possui unidade de concentragdo de nimero de mols por litro. Mais especificamente, o
valor de Kg corresponde a concentracdo em que metade dos receptores estdo ocupados

pelo ligante, sendo, portanto, a medida de afinidade de um ligante pelo receptor. Um
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ligante com valor de Kg igual ou inferior a 1 uM é considerado um ligante de alta
afinidade (Hulme et al., 2010). Existe um valor diferente de Kq para cada par de
complexos ligante-receptor e para diferentes subtipos de receptor (até mesmo para

conformacdes diferentes e estados de ativagdo do mesmo receptor).

Os ensaios de afinidade por sua vez podem ser divididos em dois tipos, ensaios
de saturacdo e ensaios de competicdo. Os ensaios de saturacdo permitem a determinacéo
da afinidade de um receptor por um radioligante e, mais importante, a densidade de
receptores (Bmax). J& 0s ensaios de competicdo utilizam uma Unica concentracdo de
radioligante que compete com concentragdes crescentes do ligante em estudo. Este tipo
de estudo permite a caracterizacdo farmacoldgica de receptores e descoberta ou
caracterizacdo de subtipos de receptor, sendo que fornecem valores de concentracdo
inibitoria média (ICso) (Cheng et al, 1973). Um caso especial dos ensaios competitivos,
0 ensaio competitivo homologo, ocorre quando o ligante e o radioligante correspondem
ao mesmo composto. Estes ensaios podem ser utilizados como uma alternativa aos
ensaios de saturacdo para a determinacdo dos valores de Kg. Como apenas uma
concentracdo de radioligante é utilizada, estes ensaios apresentam como vantagem um
custo inferior e reduzida geracdo de residuos radioativos (Auld et al., 2012). Desta
forma, ensaios de afinidade podem ser usados para a caracterizacdo da afinidade de
compostos por um receptor, sendo por isso, facilmente encontrados em projetos de

planejamento de farmacos.

3. OBJETIVOS

O objetivo deste projeto é o planejamento e desenvolvimento de ligantes ndo
peptidicos que possam apresentar atividade agonista enviesada no receptor de
angiotensina Il do tipo 1. Para alcancar esse objetivo, as seguintes etapas foram
estabelecidas:

- Ancoramento do agonista pleno e agonista enviesado em um modelo do AT1R
inserido em bicamada lipidica;

- Simulagbes de dindmica molecular dos complexos estabelecidos para
determinacéo das principais interacdes entre os ligantes e o receptor;

- Construcdo de um farmacoforo, seguida de triagem virtual de ligantes com
possivel perfil agonista enviesado;

- Ensaios de afinidade para confirmar a ligagdo dos compostos triados no AT1R.
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4. METODOLOGIA

Para facilitar a visualizacdo das etapas do projeto, um esquema geral da

metodologia é apresentado abaixo (Figura 5):

CristaldoAT1R Dinamica Molecular Ancoramento
(Modeller v.9) — {Gromacsv.5.0.2) — Molecular
(GOLD Suite)

|

i i ; Dinamica Molecular
Triagem Virtual| = | Farmacoforo | o
(Sybyl suite - Unity) (Syby! suite) de complexos

{Gromacsv.5.02)

Ensaios de afinidade
(binding assays)

Figura 5. Esquema geral do projeto, mostrando as técnicas e programas empregados. A seta
tracejada indica que os resultados de ensaios de afinidade de trabalhos anteriores foram
utilizados para refinar o farmaco6foro gerado nesse trabalho.

4.1 Ensaios computacionais
4.1.1. Refinamento do cristal e construcéo dos ligantes

Neste trabalho utilizou-se a estrutura resolvida da angiotensina 1l complexada
com o antagonista ZD7155 obtida por cristalografia (Zhang et al, 2015a, c6digo PDB:
4YAY) com resolucdo de 2,9 A. O cristal 4YAY foi refinado no programa
MODELLER 5.0 (Webb et al., 2014) e foram geradas 50 conformacGes do receptor
pelo sistema de multimoldes. A estrutura da angiotensina 1l (Angll) obtida por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de H* (RMN) foi retirada do Protein
Data Bank (PDB), sob o codigo 1N9V (Spyroulias et al., 2003). Esta estrutura foi
utilizada como geometria inicial para a constru¢do do agonista enviesado TRV120027
(Tabela 1) no programa computacional PyMOL v.1.7.6 (PyMOL, Schrédinger, Nova
York).
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Tabela I - Peptideos com ac¢do no AT1R utilizados no estudo. Em negrito estdo representadas
as mutacdes em relacdo a sequéncia da Angll. “Sar” corresponde ao aminoacido artificial
sarcosina (N-metilglicina).

Nome Sequéncia peptidica Acédo no AT1R Referéncia

Angll Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe Agonista Spyroulias et al., 2003

TRVO027 | Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-DAla | agonista Enviesado | Violinetal., 2010

4.1.2. Dinamica Molecular (DM)

As simulacGes de DM foram realizadas no pacote de programas computacionais
GROMACS v. 5.0.2. (Abraham et al., 2015) utilizando o campo de forca CHARMM36
(Huang et al., 2013). Desde a versdao 4.6, 0 GROMACS faz uso de algoritmos de
aceleracao de célculo por unidade de processamento grafico (graphical processing unit,
GPU) de tal modo que a etapa mais custosa de cada passo de DM, o célculo de
interacdes do tipo ndo-ligada, fica designado exclusivamente para a GPU, deixando
assim a unidade de processamento central (central processing unit, CPU) livre para
outros calculos simultaneos (Kutzner et al., 2015) e combinacdo dos resultados para o
préximo passo da dindmica. O resultado é um aumento de 5 a 10 vezes na velocidade
dos calculos, que, dependendo do tamanho do sistema e tempo total de simulacéo,
seriam proibitivos de outro modo. Desta forma, justifica-se 0 uso do servico de
computacdo de alta performance da USP (High Performance Computing, HPC-USP).
Dentre os recursos disponiveis, utilizou-se o cluster Lince, especializado em
computacdo de alto desempenho por GPU, que é constituido por 32 servidores, cada um
com 6 cores Intel(R) Xeon(R) E7- 2870 @ 2.40GHz, 2 placas Tesla K20m, 128 GB
RAM e um sistema de armazenamento de arquivos temporarios de 55 TB. As demais

etapas computacionais foram realizadas em computadores normais do tipo desktop.

O receptor refinado completo foi inserido em uma membrana de palmitoil-oleil-
fosfatidilcolina (POPC, Figura 6) contendo 144 lipideos por camada (288 lipideos no
total), tendo como geometria inicial a bicamada de POPC fornecida por Klauda e
colaboradores (Klauda et al., 2010). A insercdo na bicamada lipidica foi feita com o
script InflateGRO. Inicialmente, a expansdo da bicamada nos eixos x e y foi realizada
espacando os lipideos proporcionalmente, de modo a criar espaco para a insercao do

receptor no centro da caixa. Depois, 0s lipideos que se sobrepuseram com a estrutura da
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proteina foram removidos (Kandt et al., 2007). Por fim, um processo iterativo de
reducdo da caixa e, consequente, reaproximacdo dos lipideos foi realizado, seguido de
uma minimizacdo. Esse processo é repetido até que a membrana atinja um valor de area
por lipideo proximo ao experimental, 0,66 nm? para o0 POPC (Lyurbartsev et al., 2016).
Este lipideo foi escolhido pois se encontrar em fase liquida a temperatura corporea (310
K) e por ser o lipideo mais abundante de membranas de animais (Silvus, 1982). O
sistema obtido foi inserido em uma caixa cubica de simulacdo de aresta de 10 nm,
distando 2 nm da borda da caixa. Empregamos condicGes periddicas de contorno
(Periodic Boundary Conditions, PBC) e preenchemos a caixa com moléculas de agua
do modelo TIP3P (Jorgensen et al., 1983) e ions Na* e CI- de modo a neutralizar a carga
liquida do sistema, e atingir uma concentracdo molar intracelular fisioldgica de 150
mM. Ap0s essa etapa, para eliminar contatos atbmicos inadequados, uma minimizacéo
de energia por declive maximo foi realizada até que forca maxima fosse menor que
1000 kJ/mol. A geometria inicial da bicamada de POPC foi obtida do trabalho de
Klauda e colaboradores (Klauda et al., 2010).

Palmitoil-oleil-fostafatidilcolina (POPC) C42HgaNOgP
o o]
/\/\/\/\/\/\/\)L p
(¢ 0 P O~

MA/E/\MWSH o R

o
Figura 6. Estrutura molecular e férmula molecular do lipideo palmitoil-oleil-fosfatidilcolina
(POPC).

4.1.3. Equilibracao

Antes da etapa de simulacdo é necessario que os ions e o solvente adquiram uma
orientacdo adequada em torno da bicamada lipidica e da proteina. Diferente da DM de
producdo, as DM de equilibracdo séo realizadas mantendo-se a proteina e a bicamada
rigidas. A primeira etapa da equilibracdo foi conduzida em acoplamento NVT canénico
(NVT- nimero de particulas, volume e temperatura constantes) durante 2 ns. Para todas
as simulac@es, o esquema de raio de corte de Verlet foi utilizado, juntamente com raio
de corte de interagBes eletrostaticas de curto alcance e de Van der Waals de 12 A, esta
ultima com mudanga do potencial a uma distancia de 1.0 nm para manter a conservagao
de energia. O esquema de constricdo holondmica LINCS foi aplicado em todas as

simulagdes (Hess et al., 1997), permitindo o uso de tamanho de passo de 2 fs. O
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termostato de Berendsen (Lemak et al., 1994) foi utilizado tendo a temperatura de 310K
como referéncia e constante de acoplamento de 0,2 ps. O acoplamento foi feito de modo
independente para o receptor, a bicamada lipidica de POPC e o solvente. Depois de
chegarmos na temperatura alvo, aplicamos pressdo ao sistema até que ele atinja a
densidade apropriada. A segunda equilibracdo foi realizada em ensemble NPT
(isotérmico-isobarico) por 10 ns, mantendo-se as condi¢fes prévias com excecdo da
adicdo do barostato de Parrinello-Rahman (Parrinelo et al., 1982), tendo como
referéncia a pressdo de 1 bar e constante de acoplamento de 0,2 ps. Equilibracfes tao
longas sdo necessarias para a acomodacdo dos lipideos apds a insercdo da proteina na

membrana (Anézo, et al., 2003)

4.1.4. Dinamica molecular de producéo

Dez dindmicas moleculares de producao sem ligante foram realizadas, cada uma
com 50.000.000 passos de 0,002 ps totalizando 200 ns de simulagdo individual e 2us de
tempo total de simulagdo por tipo de sistema. Além disso, com exce¢do do campo de
forca AMBER99sb, simula¢fes acima das centenas de nanossegundos correm um risco
cada vez maior de ficarem presas em estados de alta energia livre, tornando o processo
de amostragem conformacional ineficiente (Lange et al, 2010). O algoritmo leap-frog
foi empregado para a resolugédo da equacdo Newtoniana de movimento. A temperatura
de referéncia de 310 K e a pressao de 1 bar foram equilibradas separadamente pelo uso
do termostato de Nosé-Hoover (Evans et al., 1985) e o barostato de Parrinello-Rahman
(Pronk et al., 2013), respectivamente. As coordenadas, velocidades e energias foram
salvas a cada 50 ps, enquanto os arquivos de trajetéria foram salvos a cada 25.000

passos de simulacao, gerando um total de 4.000 conférmeros para cada simulacéo.

4.1.5. Selegéo de conférmeros

Os conformeros foram selecionados utilizando-se o algoritmo de Jarvis-Patrick
(Jarvis, et al., 1973), uma técnica ndo paramétrica baseada no compartilhamento de
vizinhos mais proximos. De acordo com essa técnica, dois pontos sdo colocados no
mesmo agrupamento (cluster) se eles compartilharem um ndmero minimo de vizinhos

mais proximos e estiverem na lista de vizinhos mais proximos um do outro. Para o
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agrupamento consideramos as posi¢des dos carbonos a de cada quadro (frame) e um
valor limite de RMSD de 0,3 nm.

4.1.6. Ancoramento molecular

Os ensaios de ancoramento molecular foram realizados utilizando o programa
GOLD (Jones et al., 1997) e os resultados foram visualizados no médulo HERMES.
Definiu-se como espago para 0 ancoramento um raio de 18 A no centro da cavidade do
receptor, que corresponde ao residuo His256 (Balakumar, et al., 2014). As poses
geradas foram ranqueadas pela funcdo de score GoldScore, mantendo-se a melhor pose
do ligante de cada uma das 20 rodadas de algoritmo genético para cada frame de DM.
Apesar do ATI1R ser mantido rigido durante todo o procedimento, a liberdade de
rotacdo das ligacdes quimicas dos ligantes foi total, com excec¢do das ligacdes torcionais
dos atomos de C e N das ligacbes peptidicas dos analogos de Angll. O software GOLD
tenta contornar o problema da rigidez do ligante pela reducdo do termo de repulsdo de
van der Waals na fungéo de score, procedimento chamado de soft-docking (Meng et al.,
2011), apesar disso, utilizamos 8 frames oriundos da etapa de agrupamento para cada
ligante com o intuito de aumentar a amostragem conformacional do receptor, de modo

semelhante a técnica de ensemble docking (Korb et al., 2012).

4.1.7. Dinamica molecular de complexos

As simulacdes do complexo farmaco-receptor seguiram o mesmo protocolo
anterior, com excecdo da adicdo do procedimento de arrefecimento simulado, ou
simulated annealing (SA), antes da dindmica de producgéo (Kirkpatrick et al., 1983). Na
area de metalurgia, 0 SA € um processo em que uma substancia é aquecida até
temperaturas préximas do seu ponto de fusdo e em seguida sofre um resfriamento lento,
resultando em um produto menos quebradi¢co. Na area computacional, o SA funciona
de maneira analoga, buscando uma solucdo 6tima para sistemas com diversas solugdes
possiveis, neste caso uma conformacdo 6tima. Em temperaturas mais altas, é permitido
que o sistema ocupe regides de alta energia do espaco conformacional e assim possa
atravessar barreiras energéticas. A medida que a temperatura é reduzida, estados

energéticos mais baixos se tornam mais provaveis de acordo com a distribuicdo de
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Boltzmann, e, portanto, um novo minimo local € alcangado (Leach, 2001). De fato, o
SA é usado em associacdo com DM para refinar estruturas obtidas por difracdo de raios-
X e RMN.

No programa GROMACS o SA é feito por uma mudanga linear na temperatura
de referéncia usada no termostato (ensemble npt). Desta forma, temos um grande
aumento de temperatura seguido de um resfriamento mais lento. O esquema de

mudancas de temperatura é mostrado na tabela abaixo:
Tabela Il — Esquema de aquecimento da etapa de simulated annealing.

Tempo (ps) ‘ 0 ‘ 200 ‘ 400 ‘ 500 ‘ 600 ‘ 700 ‘ 800 ‘ 900 ‘ 1000 ‘ 1200

Temperatura

(K)

310 ‘ 600 ‘ 700 ‘ 800 ‘ 700 ‘ 600 ‘ 500 ‘ 450 ‘ 400 ‘ 310

Comparamos os valores de RMSD dos aminoacidos da cavidade do sistema
TRV027-AT1R com o cristal 6DO1. O frame que apresentou o menor valor de RMSD

com o cristal ativo foi selecionado para a etapa de criacdo de farmacéforo.

4.1.8. Construcao de farmacoéforo

O programa Unity do pacote computacional Sybyl-X Suite 2.0 (TRIPOS 2011)
foi empregado para a criacdo de farmact6foros com base na estrutura do receptor e do
ligante, que tiveram origem nas simulagdes de dindmica molecular anteriores. Os
seguintes grupos farmacofoéricos foram considerados para a criacdo dos modelos:
doador de ligacdo de hidrogénio (Hydrogen Bond Donor, HBD), aceptor de ligacdo de
hidrogénio (Hydrogen Bond Acceptor, HBA), grupo hidrofébico, grupo carregado
negativamente, grupo carregado positivamente e grupo aromatico. Com base na
literatura e nas analises de dinamica molecular, cada um desses grupos foi atribuido a
porcdes do ligante/receptor e diversos modelos foram gerados de maneira iterativa. A
capacidade desses modelos em discriminar verdadeiros positivos (sensibilidade) versus
a taxa de falsos positivos (1-especificidade) foi avaliada construindo-se a curva ROC
(Receiver Operating Characteristic, ou COR, Caracteristica de Operacdo do Receptor),

que é a representacdo grafica da habilidade de um modelo em discriminar classes
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distintas (MARTINEZ 2003). Agonistas enviesados (tabela 111) foram submetidos ao
servidor DUD-E (Mysinger et al., 2012) para gerar compostos falsos positivos
chamados de decoys. Os decoys sdo semelhantes aos compostos teste do ponto de vista
fisico-quimico (carga formal, massa molecular, clogP, ndmero de ligacdes
rotacionaveis, ligacbes de hidrogénio, doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio),
mas diferentes do ponto de vista topoldgico para ndo possuirem afinidade pelo receptor,
podendo assim agir como falsos positivos. Decoys sdo utilizados para testar a robustez
de funcbes de score de docking que sdo sabidamente enviesadas por propriedades fisico-

quimicas (Huang et al., 2015).

Tabela 111 — Ligantes enviesados utilizados na etapa de criagdo de falsos positivos (decoys).
Sar = N-metil glicina, Nar = N-metil alanina.

Nome Sequéncia de aminoacidos Referéncia
TRV023 Sar-Arg-Val-Tyr-Lys-His-Pro-Ala o
- Violin et al., 2010
TRV027 Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-D-Ala
TRV034 Nar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Ala .
- Rajagopal et al., 2011
TRV044 Nar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-D-Ala

4.1.9. Triagem virtual e construcdo de bases de dados

Para a triagem virtual, o subgrupo “in stock” da base de dados ZINC15 (Sterling
et al., 2015), totalizando 13.241.888 de compostos, foi selecionado. Por se tratar de um
receptor muito estudado, resolvemos deixar os critérios de filtragem mais abrangentes
de modo a incluir compostos que provavelmente foram excluidos em outros trabalhos
(Sallander et al., 2016, Matsoukas et al., 2013). Desta forma, os compostos foram
filtrados empregando-se o programa Filter (OpenEye Scientific) seguindo os seguintes
critérios: massa molecular entre 130-781 Da, carga formal entre -3 e +3, doadores de
ligacdo de hidrogénio (HBD) entre 0 e 5, aceptores de ligacdo de hidrogénio (HBA)
entre 0 e 10, logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua (log P) entre -3,0 e 6,8,
nimero de anéis no sistema entre 0 e 5, auséncia de grupo nitro e auséncia de
compostos agregantes e metais.

Todas as bases de dados foram salvas em formato “smiles” e depois tiveram suas

coordenadas 3D geradas pelo médulo Concord no programa Sybyl X. As triagens foram
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realizadas usando o modo de busca Unity com busca flexivel (Flex Search), tendo
tempo méximo de processamento de 1 minuto para cada composto e sem usar demais
filtros.

A busca flexivel do Unity usa uma unica conformacdo 3D armazenada na base
de dados para gerar todas as conformacgfes possiveis, reduzindo o custo de
armazenamento. Além disso, um algoritmo é utilizado para avaliar as poses geradas e a
viabilidade do composto candidato em cumprir os requisitos da busca. Caso ndo seja
possivel atender aos requisitos mesmo flexionando os angulos de ligacéo, o algoritmo
interrompe as tentativas e passa para 0 proximo composto, reduzindo assim o custo
computacional total. N&o utilizamos busca parcial, ou seja, 0s compostos triados devem
atender todos os requisitos determinados pelos farmacdforos. Os compostos
selecionados foram submetidos a ensaios de ancoramento molecular seguindo os

mesmaos critérios na secdo 4.1.6.

4.2. Ensaios experimentais

Baseamos o0 protocolo do ensaio de afinidade (secdo 4.2.3) nos trabalhos
anteriores de busca e caracterizagdo de agonistas enviesados para 0 AT1R (Violin et al.,
2010, Zimmerman, et al., 2012, Rajagopal et al., 2011). Todos os regentes utilizados
neste trabalho possuem grau analitico e todas as solucbes tampéo e reagentes foram
preparados com agua deionizada por sistema de purificacdo de agua Milipore tipo Mili-
Q (Bedford, MA).

4.2.1. Células AT1R competentes

Células HEK-293 (Human Embrionic Kidney) do banco de células do Instituto
do Corac¢do do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo (HC FMUSP - InCor) foram cedidas para a realizacdo dos ensaios de afinidade.
Estas células foram transfectadas permanentemente com o plasmideo pLV.ExBi.P/Puro-
EF1\a-AGTR1-IRES-eGFP (Figura 7) contendo o gene AGTR1 (organismo de origem:
Homo sapiens) e eGFP. Desta forma, essas células expressam constitutivamente o
receptor AT1, que € a proteina de interesse, e a proteina fluorescente verde melhorada
(Enhanced Green Fluorecent Protein, eGFP, Zhang et al., 1996), que € um marcador de

transfeccao.
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Figura 7. Mapa do vetor do plasmideo AT1R selvagem.

4.2.2. Cultivo e manutencao de células HEK-293

As células foram cultivadas em garrafas de 75 cm? com 10 mL de meio
Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM-High, Thermos Fisher Scientific) com alta
concentracéo de glicose, 10% de soro bovino fetal (GIBCO), estreptomicina 100 U/mL
(Thermo Fisher Scientific) e penicilina 10 mg/mL (Thermo Fisher Scientific), sendo as

garrafas armazenadas em estufa umidificada a 37°C e 5% CO..
4.2.3. Ensaio de afinidade (binding)

Placas de 24 pocos (1,9 cm? por pogo) previamente tratadas com polilisina
(Sigma-Aldrich) receberam 10° células por poco e foram cultivadas nas mesmas
condi¢es de manutengdo por 24 h (se¢do 4.2.2). Imediatamente antes do inicio do
ensaio, cada pogo foi lavado com 1,0 mL de tamp&o de lavagem (Tris-HCI 25 mM, pH
7,4, NaCl 140 mM, MgCl, 5mM, 0,1% albumina de soro bovino). Em seguida,
adicionou-se 500 pL de tampdo de ensaio (Tris-HCI 25 mM, pH 7,4, NaCl 140 mM,
MgCl, 5 mM, 0,1% albumina de soro bovino e bacitracina (Sigma Aldrich) numa
concentracdo final de 100 pg/mL) contendo 50.000 cpm (contagens por minuto)/pogo

de angiotensina Il triciada (*H-Angll, GE-Healthcare) em todos os pogos. Os controles
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positivos (Angll e losartana) e os compostos testes foram adicionados em contracfes de
10 a 10"t M nos respectivos pocos e as placas foram armazenadas a 4° C por 24 horas.
Passado esse periodo, os pogos foram lavados duas vezes com tampéo de lavagem e 1
mL de tampao de lise (ureia 48%, detergente NONIDET P-40 2%, preparados em acido
acetico 3 M) foi adicionado em cada poco. Apos 15 minutos de incubacdo com o
tampdo de lise, realizou-se 0 processo de raspagem das células e transferiu-se 900uL
desta solucdo para tubos plasticos de cintilagdo contendo 5 mL de liquido de cintilacdo
(Ultima GOLD XR, Perkin Elmer). Os tubos foram agitados vigorosamente e deixados
ao abrigo da luz por 30 minutos. Por fim, a emissdo de radiacdo B das amostras foi
determinada no contador Tricarb 2100 TR (Packard Biosciences) fornecendo valores de

cpm.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Refinamento da estrutura do cristal do AT1R

Apesar da estrutura geral do receptor ter sido resolvida cristalograficamente, foi
necessario um processo de refinamento para completar cadeias laterais e segmentos de
residuos faltantes. Adicionamos os seguintes segmentos utilizando o programa Modeller
v9: 1-16 (N-terminal), 173-176 (ECL2), 186-189 (ECL2), 225-234 (ICL3), 317-359 (C-
terminal). Quanto as cadeias laterais, completamos os seguintes residuos: Lys20N-termnal
Lys135'°t2 Se136'°L2, Arg137'°t2, 11e1775¢2, Leu1915C2 11e193%%6, Thr198%4,
Lys199542 11201544, Leu205°48, Phe206°4°, Phe208%5!, Leu305MeVIll | ys30gHelixvill
Tyr312HelxVill - GIpg5HelixVill ) ey317HeXVIN - Além disso, a proteina bseRIL (BRIL,
Chun et al., 2012) na por¢do N-terminal e o ligante ZD7155 do sitio de ligacdo do
receptor foram removidos. Vale lembrar que mantivemos as pontes dissulfeto entre as
cisteinas 18-274 e entre 101-180.

A estrutura produzida pelo programa MODELLER v.5.0 (Figura 8) foi avaliada
quanto a validade da relagéo entre os angulos @ (phi) e ¥ (psi) utilizando-se o grafico
de Ramachandram (Figura 9; Lovell et al., 2003). A regido com a maior concentragdo
de residuos corresponde ao intervalo caracteristico de a-hélices (-60 > @ > -120 e -60 >
¥ > -120), que é ocupada pelas sete porgdes transmembrana (7TM) do receptor. A
regido no quadrante superior esquerdo corresponde a area das folhas B (-60 > ® >-120 e
60 > ¥ > -160), sendo ocupada principalmente pelos residuos da ECL2. Com excec¢éo
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dos residuos Aspl7N-Te™ e Thr1905¢2, é possivel verificar que somente as zonas
permitidas e favorecidas sdo ocupadas. Os dois residuos citados sdo imediatamente
precedidos por segmentos que foram adicionados pelo programa (residuos 1-16 e 186-
189) e, como a estrutura do cristal foi mantida completamente rigida durante a criacao
destes segmentos, é possivel que isso tenha criado uma tensdo angular, explicando essa
ocupacdo de regides desfavoraveis. Mesmo assim, temos apenas 0,5% de residuos
outliers, enquanto que o limite para modelos obtidos por homologia é de 3% (Wuthrick
etal., 1990).

/T EcL2

3

Membrana

Intracelular

C-terminal

Figura 8. Estrutura final do AT1R ap0s a etapa de refinamento e inser¢do na bicamada
lipidica. As por¢des N-terminal e C-terminal adicionadas pelo programa MODELLER.
Representacdo na forma de cartoon.
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Figura 9. Gréfico de Ramachandran referente & estrutura de AT1R obtida pelo
programa MODELLER v.5.0, com base na estrutura cristalografica PDB 4YAY.

5.2. Dindmica Molecular

O processo de insercdo da proteina na bicamada lipidica comegcou com a etapa
de expansdo da caixa de simulacdo seguida da remoc¢do de qualquer lipideo sobreposto
com a estrutura da proteina. Depois disso, realizamos sucessivas etapas de reducdo da
caixa e minimizacdo até chegarmos no valor referéncia de area por lipideo. Para uma
bicamada de POPC a 310 K, o valor experimental de area por lipideo pela técnica de
difragdo de raio-X é 0,668 + 0,005 nm? (Lyubartsev et. al, 2016). O sistema final
continha o receptor (AT1R), 282 moléculas de POPC (6 moléculas removidas), 110
ions cloreto (CI), 97 ions sédio (Na*) e 20.235 moléculas de agua. Apds a insercdo do
receptor completo na membrana de POPC, o sistema foi minimizado pelo método
steepest descent. E possivel perceber que ap6s 600 iteracdes (Figura 10) ha a formagio
de uma assintota horizontal, indicando a convergéncia energética do sistema em um

minimo local.
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Figura 10. Energia potencial da minimizag&o do sistema. A linha tracejada horizontal indica a
convergéncia em um minimo local.
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Figura 11. Temperatura e densidade das etapas de equilibracdo NVT e NPT, respectivamente,
em funcédo do tempo.

Os parametros de controle das etapas NVT e NPT foram mantidos com valores
médios de temperatura e densidade de 310 K e 1015 kg/m?®, respectivamente (Figura
11). Foram realizadas 10 dinamicas de 200 ns do receptor na forma apo (ligante
ausente). Adotou-se como critério de estabilidade da dindmica o valor de desvio
quadratico medio das posi¢es atdomicas (RMSD, Root Mean Square Deviation) de
todos os atomos, com excecdo dos atomos de hidrogénio, em relacdo a estrutura inicial.
No caso da dindmica 1, a estabilidade foi alcangada no intervalo de 100 ns (Figura 12),

pois ha a manutencéo de um valor médio de RMSD (1,3 A) acompanhado de uma baixa
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amplitude entre o valor maximo e minimo desse intervalo (0,1 nm) por um longo
periodo (80 ns), os resultados das demais dinamicas se encontram em anexo (Figuras
S1, S2 e S3). Quando removemos os &tomos das por¢es N-terminal e C-terminal,
verificamos uma significativa reducdo no valor de RMSD, indicando como as por¢oes
transmembrana embebidas em bicamada lipidica, sdo mais rigidas e alcancam a
estabilidade conformacional em torno de 40 ns, portanto, as demais analises de
dindmica dessa secdo e etapa de selecdo de conformeros considerardo apenas o intervalo
de 40-200 ns.

RMSD (A)

0,5
PJJ ,W*mw‘w"‘*’ww—wﬁ*\wv”'m A il s it
4 1

,#:“"N

0 L | ! | L | A |
50 100 150 200

Tempo (ns)

Figura 12. Desvio quadratico médio das posi¢Oes atbmicas (RMSD) do AT1R da dindmica
molecular 1 do sistema apo. Em preto temos os atomos pesados do receptor inteiro, em
vermelho, foram removidas as por¢des N-terminal e C-terminal.

O raio de giro é outra forma de estudar a estabilidade do enovelamento de uma
proteina, pois permite avaliar 0 seu grau de empacotamento ao longo da simulacdo
(Pronk et al., 2013). Observamos uma pequena variacao do raio de giro total, indicando
que a proteina manteve sua estrutura terciaria original (Figura 13). E interessante notar
que o intervalo de tempo em que a dinamica alcancou a estabilidade corresponde ao
mesmo intervalo em que observamos a queda no valor de raio de giro em todos 0s
eixos. Tambem podemos observar que as maiores variacdes acontecem no eixo z do
sistema, ou seja, de modo perpendicular a bicamada lipidica (eixo x e y), por

consequéncia dos movimentos das por¢es N-terminal e C-terminal.
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Figura 13. Raio de giro do AT1R nos €ixos X, y e z da dindmica molecular 1 do sistema apo.

Uma avaliacdo mais precisa da flexibilidade do receptor foi feita discriminando-
se cada um dos atomos (Figura 14). O gréfico de flutuacdo do desvio quadratico médio
(RMSF) das 10 dindmicas concatenadas mostra que trés porcbes do receptor sao
significantemente mais flexiveis. Essas regiGes correspondem ao N-terminal (Met1\-
terminal_gjygN-terminah) = 1CL.3 e C-terminal (Tyr319¢teminal_Agp359C-terminaly - e 530
sabidamente mais flexiveis por ndo apresentarem estrutura secundaria estavel e estarem
em contato com o solvente. E interessante notar que em todas as simulacdes a alga C-
terminal deixa de apontar para a direcdo intracelular (Figura 8) e passa a se ancorar na
membrana (Figura 15). Diferente dos demais GPCRs, o AT1R carece do sitio de
palmitoilacdo no final da hélice 8 cuja funcéo € justamente ancorar a por¢do C-terminal
na membrana (Escriba et al., 2007). Nas nossas simulagdes o ancoramento é mediado
pela porcdo C-terminal envolvendo os seguintes residuos: Pro322¢-teminal | ys323C-
terminal’ Leu337 C—terminal’ Tyr339 C—terminal’ ArgS4O C—terminal’ Pr0341C—terminal’ LyS351C—terminaI,
Pro354C-terminal - cyg355C-terminal -G 357C-eminal o GJy359C¢-teminal - Qytras regides de alga
também se mostraram flexiveis, como a ICL2 (atomos 2113-2232) e a ICL3 (4&tomos
36115-3869), porém a ECL2 (atomos 2697-3111) apresenta uma queda abrupta no valor

de RMSF. Essa menor liberdade de movimentacédo € explicada pela estrutura de folha
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dessa regido. Depois dessa avaliacdo inicial, as 10 dindmicas concantenadas foram

utilizadas na etapa de selecdo de conférmeros.
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Figura 14. Flutuagdo do desvio quadratico médio (RMSF) das 10 dindmicas moleculares
referentes ao processo de inser¢do do AT1R na bicamada de POPC concatenadas. Reparar na
alta flexibilidade da porgdo N-terminal (1-424), ICL3 (3615-3869) e alga C-terminal (5287-
5918).

Figura 15. Estrutura final da dindmica molecular 1, mostrando o AT1R (representagdo de
cartoon) e a bicamada lipidica de POPC (representacdo do tipo sticks). Reparar na posicdo
horizontal assumida pela alga C-terminal. Moléculas de agua e ions foram omitidos.
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5.3. Selecao de conférmeros

O agrupamento de conférmeros foi realizado pelo método Jarvis-Patrick e
considerou apenas a posi¢ao dos carbonos a da proteina. Conférmeros da dinamica que
diferiam entre si por até 0,3 A foram alocados no mesmo agrupamento. As 14.000
estruturas das 10 simulacGes independentes de dinamica foram separadas em 192
agrupamentos (Figura 16). O critério utilizado para a selecdo dos agrupamentos foi a
representatividade, ou seja, selecionamos os agrupamentos com o maior ndmero de
estruturas, alem disso, dentro de cada agrupamento, h4 uma estrutura “representativa”,
que possui a menor soma de distancia para todas as estruturas vizinhas do agrupamento,
sendo essas estruturas utilizadas para os ensaios de ancoramento molecular. Numa
tentativa de equilibrar a amostragem das conformacdes do receptor com o custo da
realizacdo dos ensaios posteriores, optamos por utilizar 8 estruturas de DM para a etapa

de ancoramento molecular.
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Figura 16. NUmero de estruturas de dindmica molecular por agrupamento. A linha
horizontal indica o valor de corte para a selecdo dos 8 agrupamentos que tiveram o
maior nimero de estruturas.

5.4. Ancoramento molecular

Uma das formas de validar uma funcéo de score consiste em ancorar o ligante do
complexo proteina-ligante na prépria proteina do cristal de origem, processo chamado
de re-docking (Jones et al., 1997). O re-docking permite avaliar se 0os parametros do
protocolo e a funcdo de score utilizados séo capazes de gerar poses iguais ou muito
préximas as obtidas experimentalmente por cristalografia (Kitchen et al., 2004, Cheng

et al., 2015). Portanto, utilizamos o ligante ZD7155, presente no cristal 4YAY (Zhang
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et al 2015a), para ensaios de ancoramento no receptor AT1R. O ligante foi retirado do
sitio de ligacdo do AT1R (PDB ID: 4YAY) e 0 ancoramos no mesmo sitio utilizando a
funcdo GoldScore. Das 20 poses geradas, 15 apresentavam a orientagdo e posicdo do
ligante semelhante ao cristal. Deste grupo, 4 poses apresentaram valor de RMSD
inferior a 0,2 A quando comparadas ao cristal (Figura 17). Desta forma, consideramos o
protocolo e a fungdo GoldScore adequados para o ensaio de ancoramento molecular
com os demais ligantes, Angll e TRV027.

A B

Argl6e7

Figura 17. Poses do composto ZD7155 no sitio de ligacdo do receptor AT1R. (A) Poses obtidas
com a fungdo GoldScore (laranja e verde) sobrepostas com a estrutura cristalina do ligante
(vermelho), representacdo do tipo sticks. (B) Pose do ZD7155 interagindo com os residuos
Argl67 e Tyr35 sobreposta com o cristal, representagdo na forma de sticks e linha,
respectivamente. Ao fundo, o AT1R é apresentado na forma de cartoon em ambas as imagens.

A selecdo das poses de ancoramento foi baseada nas distancias entre os residuos
do receptor com a Angll descritos na literatura (Balakumar et al., 2014). O conjunto de

critérios de selecdo é apresentado abaixo:

e Ponte salina entre o grupo carboxilato do residuo 8 da Ang Il com o nitrogénio ¢
da Lys199%42,

e Ponte salina entre o grupo guanidino da Angll-Arg2 com os carboxilatos dos
residuos Asp281’2° ou Asp2787-32,

e Cadeia lateral da Val3 orientada para o bolso hidrofdbico do sitio de ligag&o.
e Orientagdo hidroxila da Tyr4 da Angll com a cadeia lateral da Asn111%%,

e Interacdo do tipo =-7 entre o anel aromatico da Angll- His6 com o anel
imidazdlico da His256%5.

Estudos com analogos da Ang Il com grupos que unem os residuos Val3 e lle5 em
sistemas aliciclicos de tamanhos diferentes mostram que ndo ha perda de atividade

agonista ou agonista enviesada quando as cadeias laterais destes dois residuos ficam
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orientadas no mesmo lado do ligante (St-Pierre et al., 2018). Esse estudo reforca a ideia
de dependéncia da posicdo relativa desses dois residuos levantada por estudos de
relacdo estrutura atividade com andlogos rigidos da Angll (Naik et al., 2010, Kellici et
al., 2015, Sallander et al., 2016). Por fim, vale lembrar que a Angl ¢ inativa para o
ATI1R e sO passa a apresentar atividade pelo receptor apos clivagem dos ultimos dois
residuos (Angl [Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu]) pela enzima conversora
de angiotensina (ECA), resultando na Angll, o peptideo ativo. Portanto, como
consequéncia do que é descrito acima, consideramos como critério exclusivo para a
selecdo de poses a orientacdo vertical da Angll no receptor. Desse modo, o residuo Phe8
deve estar orientado para o interior do receptor, enquanto que os residuos Aspl e Arg2
devem apontar para as alcas extracelulares (Fillion et al., 2013). Devido & auséncia de
outros trabalhos sobre o ancoramento do agonista enviesado TRV027 e pela semelhanca

estrutural com a Angll (Tabela 1), os mesmaos critérios de ancoramento foram adotados.

Dos 8 conférmeros submetidos aos ensaios, 0 ancoramento foi possivel somente
em 5 estruturas. Ao analisar as poses fornecidas pelo programa, observamos a
sobreposicdo atdmica entre ligante e receptor. Quando utilizamos a ferramenta de
visualizacdo do volume de cavidades do programa PyMOL, verificamos que esses erros
provavelmente ocorreram devido a falta de espaco no sitio de ligacdo do receptor para
acomodar o ligante. O valor da funcédo de score de todas as poses que se encontram fora
da cavidade é igual a zero (Figura 18), indicando que a melhor solucéo que o programa
encontrou ndo foi adequada para se continuar o0 processo de ranqueamento. Quando
analisamos as 10 trajetérias ndo observamos a participacdo especifica de alguma
transmembrana ou grupo para explicar essa reducdo, mas sim uma flutuacdo de volume
decorrente dos movimentos de diferentes residuos em cada simulagdo. Mesmo nas 5
estruturas em que se foi possivel fazer a analise (Figuras 19 e 20), muitas das interacdes
esperadas ndo foram observadas, como a Lys199°4?, que se encontrava orientada para
fora do receptor na maioria das poses, e a Asn111®*%®, que se localiza muito
profundamente no receptor para poder interagir com a cavidade. No entanto,
observamos a proximidade da Angll-His6é com a His256%°! e da Angll-Arg2 com 0s
residuos Asp28721/Asp2787-2°,
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Angll

Estrutural || Estrutura 2 | Estrutura 3 || Estrutura4 || Estrutura5

Solugdes de| Goldscore | | Solugdes de| Goldscore | | Solugdes de| Goldscore | | Solugdes de| Goldscore | | Solugdes de| Goldscore

docking | fitness docking | fitness docking | fitness docking | fitness docking fitness

m) 19 -114.4677 18 -147.7150 12 -271.4531 4 -152.0537 18 -147.4359

15 -95.8572 19 -78.2476 18 -84.7933 1 -126.3133 6 -132.2015

20 -78.9103 4 -51.2474 14 -62.4755 20 -124,0877 | | mp 20 -67.0669

9 -75.8875 17 -50.9078 6 -59.1666 | |mp14 -72.4269 9 -6.3231

1 -68.2030 6 455119 ||mp15 -44.4252 11 -35.1141 3 0.0000

1 -54.6395 9 -37.4826 17 -36.0189 13 -20.0360 7 0.0000

18 -39.2339 3 -33.5918 3 0.0000 3 -6.9792 8 0.0000

12 -35.0376 | |(mmp20 -24.1158 4 0.0000 9 0.0000 11 0.0000

16 -26.5497 14 -22.9186 5 0.0000 15 0.0000 12 0.0000

6 -19.7318 8 -5.6996 8 0.0000 18 0.0000 13 0.0000

4 -13.9968 2 0.0000 9 0.0000 6 0.0000 14 0.0000

8 -11.3974 11 0.0000 10 0.0000 16 1.9144 17 0.0000

2 -10.2721 12 0.0000 11 0.0000 17 3.1634 19 0.0000

14 0.0000 5 11.6471 16 0.0000 7 20.0529 1 13.1073

13 0.0000 1 19.6823 20 0.0000 10 20.0903 16 30.0831

10 0.0000 13 42,5015 13 55152 12 243897 15 35.0876

5 0.0000 7 49.2852 7 9.1205 19 37.0743 10 43,0587

3 0.0000 10 53.9639 2 17.7839 5 94.1636 2 58.4601

7 37.7534 16 58.9672 1 49.8101 2 102.1360 4 72.5507

17 53.5745 A5 63.4273 19 106.9982 8 107.6846 5 110.5108
TRV027

Estrutural || Estrutura 2 || Estrutura3 || Estrutura4 || Estrutura5

Solugdes de| Goldscore | | Solugdes de| Goldscore || Solugdes de| Goldscore || Solugdes de| Goldscore | | Solugdes de| Goldscore

docking fitness docking fitness docking fitness docking fitness docking fitness

- 9 -113.3075 7 -44.6918 17 -55.6788 6 -43.3739 14 -60.4234

5 -86.0955 13 -43.5013 10 -33.0676 ||map19 -32.7219 1 -42.4132

16 -45.1368 12 -14.3900 4 -21.0873 12 -12.7989 19 -40.2570

11 -36.7943 15 -3.6551 1 -9.4523 20 -12.6665 9 -37.0293

10 -30.8993 4 4.5920 12 -4.4584 4 -8.8103 4 -36.8940

3 -17.0928 3 11.6560 2 0.0000 17 0.0000 17 -22.8902

7 -10.6879 11 14,5016 5 0.0000 5 5.6315 6 -9.7427

8 -10.0792 19 18.2572 15 0.0000 11 9.1378 8 -9.6868

6 0.0000 ||mmp 20 26.2006 19 0.0000 8 10.6158 15 -9.5134

15 0.0000 18 33,1565 20 0.0000 7 20.4394 5 0.0000

17 0.0000 17 34.2974 8 0.8780 13 303259 11 0.0000

18 0.0000 5 35.4960 16 6.6982 10 41.7897 18 0.0000

20 0.0000 10 39,5031 3 14.9869 15 54,1000 7 15.0496

4 3.7339 6 51.6138 14 17.2291 16 67.7870 20 28.7807

19 16.7642 8 53.9790 13 38.7350 18 75.2628 16 42,0400

2 25.8143 2 55.5914 11 49.5543 3 77.5273 10 481775

13 64.2627 1 66.8504 6 50.7321 9 79.6903 12 49.1324

14 74.7972 9 72.0023 9 53.6698 1 83.1190 2 52.6086

1 79.2333 14 73.9628 7 78.0933 14 91,7956 | (mmp 3 63.0910

12 107.9386 16 78.0267 || 13 83.9852 2 96.9181 13 65.4265

Cristal Refinado

Angiotensina ll TRVO027

-Iv- del gold e el" de 1d- e
docking fitness docking fitness
20 106.08 7 104.61
17 104.91 6 92.02
14 104.91 11 91.97
18 86.97 2 88.02

1 85.21 3 86.04

3 83.70 ||mmp1s 81.03

5 70.71 9 80.28
19 66.99 1 79.36
- 12 65.59 14 79.06
16 57.03 17 75.58
10 52.28 5 75.35
11 51.50 12 66.83
8 48.39 10 64.76

6 42.63 16 63.41
15 36.41 15 58.66
2 34.71 4 57.14

9 28.66 13 48.91

7 22.46 19 42.99

4 -4.46 20 25.44
13 -39.02 8 16.89

Figura 18. Resultados do ranqueamento da Angll e TRV027 nas estruturas de dindmica
molecular e no cristal refinado. As flechas indicam as poses selecionadas.
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Apesar da maioria das poses com orientacdo invertida (Phe8 para cima e Arg2
para baixo) apresentarem melhor classificagdo de acordo com a funcdo de score, 0s
dados experimentais da literatura (Balakumar et al.,2014) e da prépria forma de
interacdo das sartanas no cristal (Zhang et al., 2015a) embasam a desconsideracdo deste
tipo de pose.

Devemos lembrar que as conformacdes do receptor utilizadas séo oriundas de
simulacdes de DM sem nenhum ligante no sitio. Portanto, essa reducdo do volume da
cavidade ao longo da dinamica era esperada e explica a auséncia de interacdes nessa
etapa. De fato, quando repetimos 0s ensaios de ancoramento com o cristal refinado ndo
observamos poses com sobreposicdo atdmica. Mesmo assim, ressaltamos que muitas
das interacOes descritas na literatura ndo foram observadas mesmo no cristal. Como
exemplo, podemos citar a ponte salina entre His256%°! e Glu1735¢%? (Oliveira et al.,
2007), que caracterizaria 0 receptor inativo, a participacio do residuo Phe301 na
ligacdo de sartanas no sitio de ligacdo do receptor (Ji et al., 1994) e a interagéo entre a
Angll-Arg2 com o Asp74 (Nikiforovich, et al., 2006). Verifica-se que a
distancia/posicdo dos residuos descritos anteriormente ndo seria possivel mesmo com
grandes mudancas conformacionais do receptor (Figura 21). Essas interacdes foram
descritas com base em ensaios de mutagenicidade, método de acessibilidade de
substituicdo de cisteina e modelos de homologia para o estudo do receptor. Devidos as
limitacBGes intrinsecas das técnicas, € natural que a descoberta de novas evidéncias,
como o cristal, indique divergéncias em relacdo as interacdes descritas na literatura e

que nem todas estejam realmente presentes no AT1R.
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Estrutura 1

N111

Estrutura 3 Estrutura 4

D278

D281

K199

N111
Estrutura 5

Figura 19. Resultados de ancoramento molecular da Angll. As poses selecionadas (Estruturas
1-5) sdo mostradas no interior da cavidade do receptor (roxo) com os residuos utilizados na
selecdo. Reparar como a angiotensina Il (Angll) possui uma porcao fora da cavidade na pose A,
indicando sobreposicdo atbmica com o receptor. Representacdo na forma de sticks.
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Figura 20. Resultados do ensaio de ancoramento molecular do TRV027. As poses selecionadas
(Estruturas 1-5) s8o mostradas no interior da cavidade do receptor (azul) com os residuos
utilizados na selecdo. Representacdo na forma de sticks.
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Figura 21. Cristal 4YAY refinado (em cartoon) e com residuos destacados (em sticks),
mostrando como o ligante ZD7155 (vermelho) encontra-se distante da Phe301 (laranja) e do
Asp74?%° (verde). Os residuos His256%% e Glul735¢? (rosa) também se encontram a uma
distancia muito acima da permitida para a ocorréncia de interagoes.

5.5. Simulated Annealing

Como observado anteriormente, as poses de ancoramento oriundas de diferentes
conformac@es de dindmica ndo foram convergentes e ndo apresentaram as interacdes
esperadas segundo os dados experimentais reportados na literatura (Fillion et al., 2010,
Balakumar et al., 2014). De modo a refinar as poses dos complexos AT1R-Angll e
AT1R-TRV027, realizamos as simulacbes de simulated annealing (SA). Trés
protocolos de aquecimento foram testados (Tabela V) até observarmos mudancas de

acomodacdo do ligante no receptor.

A mudanca mais significativa e comum a todas as estruturas corresponde a
posicdo da Lys199°%2 que deixou de interagir com o grupo fosfato da membrana e
passou a formar uma ponte salina estavel com o carboxilato terminal de ambos os
ligantes (Figura 22). Essa interacdo é descrita como o primeiro evento da entrada da
Angll no sitio de ligacdo (Balakumar, et al., 2014). Cada uma dessas simulacdes foi
continuada seguindo o mesmo protocolo de aquecimento, mas ndo observamos o
rompimento dessa ponte salina. Isso indica que o sistema ndo foi for¢gado a assumir uma
determinada conformacdo e sim que as mudangas observadas correspondem a um

estado energeticamente mais favoravel. As 5 estruturas com suas respectivas poses de
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ancoramento molecular (TRV027 e Angll) foram utilizadas como estruturas iniciais

para as dindmicas moleculares de complexo.

Tabela IV. Esquemas de aquecimento testados para a etapa de simulated annealing.

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo final
Temp Temperatura Tempo Temperatura  Tempo  Temperatura Tempo Temperatura
0 (ps) (K) (ps) (K) (ps) (K) (ps) (K)

0 310 0 310 0 310 0 310
100 400 500 450 200 600 200 600
150 350 1000 400 400 900 400 700
200 310 1500 350 500 1000 500 800
3000 310 2000 310 600 800 600 700

- - 3000 310 700 700 700 600

- - - - 800 600 800 500

- - = = 900 500 900 450

- - - - 1000 400 1000 400

- - = = 1200 310 1200 310

3000 310 3000 310

Figura 22. Resultados da etapa de simulated annealing (SA) da estrutura 2. Pose de
ancoramento molecular (docking) da Angll antes (A) e depois (B) da etapa de SA. Pose de
docking do TRV027 antes (C) e depois (D) da etapa de SA. Reparar na formacédo da ponte salina
entre carboxilato terminal e Lys199°42 em ambos os casos. Representacdo na forma de sticks e
cartoon.
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5.6. Analise de Dinamica Molecular

Como a estrutura 2 apresentou a maior semelhanca com os critérios de selecdo
anteriores, descreveremos as interagdes ligante-receptor somente desses complexos. No
caso do receptor apo, observamos o mesmo padrdo de comportamento em todas as 10
dindmicas, por esse motivo descreveremos 0s eventos ocorridos na dindmica 1. Nesse
topico abordaremos as interacfes dos ligantes com o receptor e depois compararemos 0S

trés sistemas.

5.6.1. Angiotensina Il

A porcdo N-terminal da Angll forma uma ponte salina com o Asp263°°8
enquanto a cadeia lateral da Angll-Aspl interage com a Arg23"Ntminl sendo essa
ultima interacdo descrita por Santos e colaboradores (Figura 23, Santos et al., 2003).
Diferente do esperado, a ponte salina formada entre Angll-Arg2 e Asp281722 é rompida
e a Angll-Tyr4 assume essa posi¢do. Apesar da Angll-Val3 estar orientada para o lado
oposto da cavidade do receptor, a Angll-lle5 estd orientada logo acima do bolso
hidrofobico (Phe772%%, Val108%%, Leu11233%, Trp253%48 1128873 Ala291"4, e
Tyr29274%), assim como a Angll-Phe8. Ao longo da simulagdo o residuo Trp253%48
deixa de se posicionar de modo vertical, em contato com a cavidade, e passa a se
orientar de modo perpendicular ao eixo z e orientado na dire¢do da TM5 (Figura 23). A
interacdo entre o carboxilato terminal da Angll com a Arg1675¢%? foi mantida ao longo
da dindmica. Um evento ndo esperado foi a quebra da ponte salina entre o carboxilato
terminal da Angll com a Lys199°%? no inicio da simulagdo, acompanhado pelo
afastamento da porcdo superior das TM4 e TM5, tendo um aumento constante da
distancia entre os carbonos a dos residuos Leul61 (TM4) e Lys199 (TM5) passando de
11,0 A para 15,3 A ao final da dinamica.

5.6.2. TRVO027

Diferente da Angll, a presenga do grupo metila no N-terminal da TRV027-Sarl
(Figura 23) reduz as possibilidades de interacdo com os grupos acidos da ECL3, como o
Asp263°%°8. Apesar disso, observamos a ponte salina entre TRV027-Arg2 e Asp281’-3
de modo semelhante ao observado para a Angll, porém h& uma troca pela interacdo
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TRV027-Sarl e Asp281’3? ao longo da simulacdo. As ligacdes de hidrogénio entre

TRV027-Tyr4 e T87%% flutuam pelos 60 ns iniciais, mas depois sio rompidas.

\, R Angll|

D263

R167

& \ Y292
1112 o
\
w253
g ( |

c sy D TRV027

D281
187
\} R167 )
187 .
K199 ¥
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g - - ¥292 ('} p77
Lpn
w25
w253 a‘ ? L112
292

112 5@ Y

Figura 23. Padrdo de interacao ligante-receptor das dindmicas de complexo. (A) Frame inicial e
(B) final do complexo Angll-AT1R, reparar no rompimento da ponte salina Angll-Phe8-
Lys199. (C) Frame inicial e (D) final do complexo TRV027-AT1R, mostrando a manutencdo da
ponte salina. Reparar na diferenca de orientacdo da Pro-7 de ambos os ligantes. Parte do bolso
hidrofébico (Phe772%3, Leu11233¢, Trp253%48 112887 e Tyr29274%), é mostrada com residuos
coloridos de laranja. Representacdo na forma de sticks e cartoon.

A Pro7 nos ligantes peptidicos provoca uma curva na cadeia principal, que
restringe a posicao do residuo 8. Enquanto a Angll-Pro7 restringe o posicionamento da
Angll-Phe8 para a cavidade hidrofébica, no TRV027 a auséncia de um grupo volumoso
permite que o carboxilato terminal se posicione mais profundamente, afastando-o da
Argl675C2, De fato, temos a manutencio da ponte salina entre TRV027-D-Ala8-

Lys199%42 ao longo da dindmica, acompanhada do aumento da distancia entre
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Leul61%4? e Lys199°42 de 10 A para 12,1 A do frame inicial para o final. O Trp253%4
apresentou um comportamento completamente diferente, permanecendo em contato
com a cavidade hidrofébica e inclusive se projetando para o seu interior ao longo da
dindmica.

Como ndo observamos mudangas na posicdo do Trp253%4¢ nas simulag@es apo,
isso sugere que a presenga do anel aromatico volumoso da Angll-Phe8, ausente no
ligante enviesado, seria responsavel por provocar as mudangas de posi¢do do Trp253°%48,
que participa do processo de ativacdo do receptor. Também sugerimos que as reduzidas
interacdes do grupo TRVO027-Sarl com os residuos acidos da ECL3 facilitariam o
posicionamento mais profundo no sitio de ligacao, explicando 0s nossos resultados.

Quanto ao afastamento de TM4 e TM5, ndo podemos atribui-lo unicamente ao
rompimento da interacdo entre o carboxilato terminal da Angll e a Lys199. Apesar de a
ponte salina ser a combinacdo das interacdes do tipo ibnica e ligacdo de hidrogénio, que
correspondem as duas interacfes intermoleculares energeticamente mais custosas de se
romper, o afastamento da por¢éo superior das TM4 e TM5 envolveria a participacdo de
diversos outros residuos, sendo necessaria uma analise mais minuciosa para atribuir

relacdo causal.

5.6.3. Comparacéao entre os trés sistemas

O modulo do_dssp do GROMACS faz uso do Dictionary of Secondary Strucutre
of Proteins (dicionario de estrutura secundaria de proteinas, DSSP) para calcular a
estrutura secundaria mais provavel de uma proteina com base na sua estrutura
tridimensional. Isso é feito pela leitura da matriz de posicbes atbmicas seguida do
calculo de energia das ligacdes de hidrogénio entre todos os atomos. Com base nos
valores de distancia, angulos e nas duas liga¢fes de hidrogénio mais fortes, a estrutura
secundaria mais provavel de cada residuo é determinada e, consequentemente, da

proteina inteira (Pronk et al., 2013).

Os gréficos de DSSP permitem o estudo da estrutura secundaria em funcdo do
tempo, identificando eventos maiores que envolvam diversos residuos. De um modo
geral, a estrutura das hélices e regides de alga foram mantidas ao longo das simulagdes.
No entanto, a alca C-terminal apresentou regides de dobramento, folhas B e até a-
hélices, que eram rapidamente formadas e desfeitas. Nas simulacfes apo essa al¢a passa

de uma conformacédo estendida e paralela & bicamada lipidica (Figura 15) para uma
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conformacdo enovelada e localizada abaixo das algas intracelulares (ICL1, ICL2 e
ICL3). No caso dos complexos, as simula¢des j& comegcam com o C-terminal enovelado
abaixo das alcas, permanecendo assim ao longo das simulagdes. Ja a por¢do N-terminal
apresenta uma limitacdo de movimentacdo devido a ponte dissulfeto entre
Cys1gN-terminal_cys274ECL3 | resultando no seu posicionamento acima da ECL2 em todos
0s sistemas.

Quando analisamos as porg¢des transmembrana, as principais observacdes podem
ser divididas em duas partes: segmentos em que ocorre quebra de helicidade e residuos
em que ocorrem angula¢des, ou “viradas”, de a-hélice.

Os residuos Leul61** e Phe204>*, localizados nas TM4 e TMS5,
respectivamente, correspondem a pontos de virada da a-hélice (Figura 24), ou seja,
interrupcdes de um Gnico residuo. E interessante notar que essas viradas permanecem
em todas as simulacdes do receptor apo e estdo presentes inclusive no cristal 4YAY
(Zhang et al., 2015a), porém ndo sdo constantes nas simulacfes holo (Figura 25). A
Leul61*42 esta localizada no final da TM4, perto da ECL2, e sua cadeia lateral aponta
para fora do receptor, interagindo com a bicamada lipidica. Ja a Phe204>4" faz parte de
um bolso hidrofébico localizado logo abaixo do sitio de ligacdo explorado pelas
sartanas. Mutacdes nesse residuo levam a perda moderada de afinidade de ligantes nao
peptidicos (Ohno et al., 2011).
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Figura 24. Variacdo da estrutura secundaria de AT1R por tempo de simulacdo para o sistema
apo. (A) Dindmica 1 do receptor apo, mostrando a estrutura secundaria caracteristica de cada
regido, como as viradas constantes nos residuos Leu161%? e Phe204>%’. (B) Ultimo quadro
(frame) da dindmica 1 submetido a uma nova simulacdo de SA. A perturbagdo da estrutura
secundaria (surgimento de viradas) no primeiro nanossegundo de simulacdo é observada em
todas as hélices. Nos dois nanossegundos seguintes a estrutura secundaria retorna ao padrdo da
dindmica de producéo.
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Observamos que o intervalo Tyr292743-Asn2984% apresenta pequenas
flutuacGes de helicidade nas simulacGes do receptor apo, no entanto, nas simulacGes
com os ligantes (Angll e TRV027) ha uma clara quebra de helicidade (Figura 25). Esse
segmento inclui parte do motivo NPxxY (Asn298”44-Tyr302°%), que é caracteristico de
GPCRs, participando das mudancas conformacionais mediadas por agonistas (Hunyady
et al. 1995). Mutacdes na Tyr29274% impedem a sinalizagdo da via da proteina G e
impedem a ocupacdo do sitio de ligacdo do receptor por ligantes (Nikiforovich et al.,
2006). De modo semelhante, mutacdes na Phe293"4° e na Asn294’% prejudicam a
ativacdo do receptor e acoplamento com a proteina G, respectivamente (Hunyady et al.
1998; Nikiforovich et al. 2006). Cabana e colaboradores utilizaram um modelo de
homologia do receptor AT1 e observaram padroes de RMSD distintos no segmento
Asn28872°-Asn295"4 quando compararam os receptores apo e holo (AT1R-Angll e
AT1R-SI; Cabana et al., 2015), sugerindo uma maior flexibilidade nessa regiao.

Essa porcdo da TM7 se encontra adjacente ao segmento 11e246°%41-11e254%4°, que
é composto por residuos hidrofobicos e ainda contém o motivo CWxP. E descrito que o
Trp253%%, também conhecido como “rotamer toggle”, é responsavel por um processo
de rearranjo de posicdo dos residuos na TM6, participando da ativacdo do receptor,
como ja descrito para a rodopsina e o receptor B-adrenérgico do tipo Il (Xie et al.,
2011). Por se tratar de uma regido apenas com residuos hidrofobicos, excetuando-se a
Ser252%47 o custo energético para o rompimento dessas interagdes seria baixo. No
cristal 4YAY e no inicio das simulaces apo, o Trp253%® se encontra orientando de
modo paralelo ao eixo z, apontando para o sitio de ligacéo, localizado logo acima. No
entanto, nos demais sistemas o Trp253%® se curva na direcdo da TM5 e assume uma
conformacao perpendicular ao eixo z. Desta forma, as mudancas estruturais observadas
na TM7 poderiam ter participacdo dessa mudanca na regido de interface entre TM6 e
TMY.

Uma virada de a-hélice é observada na regido Leu70%-Ala71%4’ nas
simulagBes da Angll, que faz parte do motivo LALAD (Leu7024-Asp742°%), Diversos
estudos demonstram que o residuo Asp74%%° participa na ativacio da via da proteina G
mediada por agonista pleno (Bihoreau et al., 1993). E postulado que a ocupagio do sitio
de ligacdo pela Angll desestabiliza a ligagdo de hidrogénio Asn111335-Asn29574,
permitindo que a Asn29574%/Tyr29274® facam uma ligacdo de hidrogénio com o
Asp742%0 (Marie et al. 1994, Groblewski et al. 1997, Inoue et al. 1997). MutagBes

tnicas ou duplas nos residuos Asp74%% e Tyr29224% impedem a ocorréncia da ligacio
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de ligantes e reduzem a produgdo de IP3 (via da proteina G; Nikiforovich et al., 2006),
indicando a participacdo direta ou indireta desses residuos. A ligagdo de hidrogénio
Asn11133°-Asn295746 esta presente no cristal (Figura 26), mas ela é rapidamente
rompida nas simulaces apo e uma ligagio de hidrogénio estavel Asp742°0-Asn295746 é
formada, permanecendo por toda a dindmica. Viradas de a-hélice ou pequenas quebras
de hélice proximas do residuo Asn46'° ocorreram nos sistemas holo. Estudos de
modelagem sugerem que o receptor ativo teria uma rede de ligac6es de hidrogénio entre
Asnd61%0 Asp742%0 e Asn295746 (Cabana et al., 2013, Cabana et al., 2015). Nas nossas
simulacdes com a Angll observamos ligacoes de hidrogénio entre Asp74%°- Asn295'46
e Asnd6l0-Asp74>0 em 24% e 17% dos frames totais, respectivamente. Nas
simulagfes com o TRV027 ambas as ligacBes anteriores estdo presentes, porém a
ligacio Asn46'°0-Asp74%%0 existe em apenas 8% dos frames. O mutante N46D ¢é
constitutivamente ativo para a via da B-arrestina, indicando que a mudanca para uma
carga negativa e reducdo de sua capacidade de ser um doador de ligacdo de hidrogénio
sdo essenciais para a ocorréncia de agonismo enviesado (Cabana et al., 2015), no
entanto, a abolicdo de interacdes no mutante N46G leva a um receptor incapaz de ser
ativado. Desta forma, a reducdo da frequéncia das ligacGes de hidrogénio observada
entre Asn461°0-Asp74%°° observada nas simulagdes com o TRV027 sugere um padrio
de interagdo semelhante ao do mutante enviesado. Essa quantidade reduzida de
interacdes reforcaria a hipoOtese levantada anteriormente de que o ligante enviesado
manteria 0 receptor em um estado intermediario de ativacdo. No entanto, devemos
ressaltar que a diferenca de frequéncia de ligages de hidrogénio Asn461%°-Asp742° no

sistema apo € de 5%, um valor muito proximo do obtido para o ligante enviesado.
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Figura 25. Variacdo da estrutura secundaria de AT1R por tempo de simulacdo para os sistemas
holo. (A) dindmica de producdo do complexo Angll-AT1R e (B) dindmica de producdo do
complexo TRV027-AT1R. As setas vermelhas indicam as regides de quebra de helicidade
(Tyr292743-Asn298"4°) em ambos os sistemas. A virada na regido Leu70%46-Ala71%4" é
exclusiva do sistema Angll, enquanto a virada Leu81>°’-Phe82%%® é exclusiva do sistema
TRVO027. FlutuacBes de estrutura secundéria na regido correspondente ao residuo Asn46 sdo
observadas em ambos 0s sistemas.
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Para nos certificarmos de que as quebras de helicidade e viradas de a-hélice aqui
observadas foram consequéncia da presenca dos ligantes no sitio de ligacdo e ndo do
aquecimento sUbito na etapa de SA, submetemos o Ultimo frame da simula¢do do
receptor apo ao mesmo protocolo de SA dos complexos (Figura 24). De fato,
observamos uma desestabilizacdo de todas as heélices no primeiro nanossegundo de
aquecimento, porém, com a reducdo de temperatura, em menos de 2 ns temos o retorno
da estrutura secundaria original. Isso indica que as mudancas descritas anteriormente
foram provocadas pela presenca dos ligantes no sitio de ligacdo do receptor e ndo pelo
processo de SA.

Um possivel marcador de estado ativo para o ATIR, o chamado “ionic lock”
(Figura 27), ou trava idnica, € encontrado em GPCRs de classe A, como o receptor [3-
adrenérgico do tipo 1 e a rodopsina (Dror et al. 2011, Rovati, et al. 2007). A hipotese
mais aceita diz que a Arg>>* do motivo E/DRY possui uma ponte salina com o
Asp/Glu®2® mantendo a porcdo intracelular das TM3 e TM6 proximas em um estado
“fechado”, impedindo a intera¢do com a proteina G heterotrimérica (Hébert et al.,
2017), enquanto no receptor ativo, essa interacio é rompida e a Arg>*® passaria a
interagir com Asp®#°. Gaborik e colaboradores demostraram que esse motivo participa
do processo de ativacdo do receptor e que o mutante DRY/AAY ativa exclusivamente a
via da B-arrestina, sendo, portanto, um mutante enviesado. O “ionic lock” ndo seria
possivel no AT1R, pois este ndo possui um residuo acido na posicdo 6.30, como
descrito no cristal (Zhang et al., 2015a). No entanto, observamos a formacdo de uma
ponte salina entre Arg1263*° e Asp236°32 em 7 das 10 simulagBes do receptor apo.
Além dessa interacdo se mostrar estdvel por dezenas de nanossegundos, quando
rompida temos a formacdo simultdnea de uma nova ponte salina com o residuo
Asp12534°, O mais interessante é que o oposto também foi observado, com a troca de
interacdo da Asp125%49 para Asp236°32 (Figura 29). A analise de distribuicdo de
distancia entre esses residuos mostra um claro comportamento bimodal (Figura S4),
reforcando a hipotese da existéncia de um sistema de interagdes semelhante ao “ionic
lock”. No caso das simulagdes de complexo, todos os frames selecionados para a etapa
de ancoramento molecular possuiam a ponte salina entre Arg1263%° e Asp12534% e
assim permaneceram “abertos” ao longo de todas as dindmicas de produgéo.

Como descrito para o receptor AT2R, a ativacdo do receptor seria acompanhada
de uma mudanca na posicdo das hélices (Zhang et al., 2017), como o afastamento das

TM3 e TM6. No entanto, com excec¢do do afastamento da TM4 e TM5 no sistema da
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Angll (pose 1 e pose 2), os movimentos globais das porcbes transmembrana nao se
mostrou de maneira pronunciada. Devemos lembrar que o processo de ativacao total de
GPCRs € da ordem de escala dos microssegundos, enquanto nossas simulacdes tém
duracdo de nanossegundos. Portanto, era esperado que mudangas estruturais maiores
envolvendo o afastamento ou aproximacao de transmembranas ndo fossem observadas.
No entanto, eventos relacionados a interagGes pontuais entre grupos de residuos, que
pertencem a escala dos nanossegundos, foram observados. De fato, somente com um
tempo de simulacgdo total da ordem dos microssegundos e o0 uso de modelos estatisticos
que Kohlhoff e colaboradores observaram movimentos globais do receptor [-
adrenérgico do tipo Il (Kohlhoff et al., 2013). Nossos resultados sugerem que 0s
eventos observados nos nossos sistemas holo sdo semelhantes aos observados nos
demais GPCRs correspondendo a eventos iniciais da ativacdo do receptor, ou estados
préximos ao estado ativo (active-like states). Com base nos nossos resultados,
sugerimos 0 seguinte mecanismo para explicar a ativagdo pelo agonista pleno Angll:
mudanca conformacional do Trp253%48 induzida pela Angll-Phe8 da receptor, perda de
helicidade das TM1, TM2 e TM7, resultando no padréo de ligacdo de hidrogénio com
alta frequéncia da ligagdo Asn46>*-Asp742%°. No caso do ligante enviesado, ndo
teriamos as mudancas no Trp253%48, as mudancas conformacionais na TM1 e TM7
ocorreriam, mas a TM2 permaneceria sem a virada no motivo LALAD, o que causaria
um posicionamento do Asp74?%° semelhante ao do receptor apo, prejudicando a
ocorréncia da ligacio de hidrogénio Asn46'°0-Asp74%*° portanto, o agonista enviesado
provocaria apenas parte dos eventos de ativacdo induzidos pela Angll, capturando o

receptor em um estado intermediario de ativacao.
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Figura 26. Padréo de ligacéo de hidrogénio de todos os sistemas. (A) Cristal 4YAY, mostrando
a ligacdo de hidrogénio Asn1113%-Asn29574¢, caracteristica do estado inativo. (B) Receptor
apo, destacando-se a ligagdo de hidrogénio estavel entre Asp7425°-Asn29574¢, (C) Complexo
Angll-AT1R e TRV027-AT1R (D), mostrando a rede de ligacdo de hidrogénio entre Asn46™-
Asp742%0 e Asp74250-Asn295746, reparar como a quebra de helicidade na regido LALAD
(Leu70%6-Asp74%%) facilita o posicionamento e interacdo com Asn46. (E) Frequéncia de
ligagéo de hidrogénio de cada sistema concatenado. Representacdo na forma de sticks e cartoon.
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Figura 27. Representacdo do possivel ionic lock, ou trava i6nica, no AT1R. A interacdo entre 0s
residuos Argl126-Arg236 manteria o receptor em um estado “fechado”. O rompimento dessa
interacdo e a formagdo da ponte salina entre Asp125-Argl26 provocaria a “abertura” do ionic
lock seguida de um afastamento das porcdes intracelulares das TM3 e TM6. Visualizacdo da
porcdo intracelular do receptor (de baixo para cima), representacdo na forma de sticks e cartoon.
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Figura 28. Estruturas dos sistemas holo. (A) Complexos Angll-AT1R e (B) TRV027-AT1R.
Em azul escuro temos a TM1 mostrando a curvatura da a-hélice, em laranja temos a TM7
mostrando a quebra de helicidade dos residuos (11€290-Leu300), em amarelo é mostrado o
motivo CWxP, em azul claro temos a pequena virada na TM2 (Leu80-Ala8l, somente no
sistema TRV027). Os ligantes no sitio de ligagdo sdo mostrados em verde. Representacdo na
forma de superficie e cartoon.
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Figura 29. Padrdo de interagdo do possivel “ionic lock”. (A) Pontes salinas entre Asp74%%-
Arg236%3% (esquerda) e Aspl25%C-Arg126®5! (direita) caracterizando os estados “fechado” e
“aberto”, respectivamente. Graficos de distancia minima entre Arg126351-Asp236°% (esquerda)
e Asp1253%0 e Arg1263°! (direita) nos sistemas apo (B), Angll-AT1R (C) e TRV027AT1R (D).
Reparar na mudanga de interacdo simultanea entre os dois residuos ilustrando o processo de
fechamento do ionic lock em 80 ns na simulacdo apo. Nos sistemas holo a ponte salina
Asp1253°9-Arg126°°! é constante, mantendo o ionic lock “aberto”.
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Paralelamente a publicacdo dos resultados apresentados até aqui, outros grupos
desenvolveram estudos computacionais e experimentais visando solucionar essas
mesmas questdes sobre o mecanismo de ativacédo e interacOes ligante-receptor (Singh et
al., 2019). Dentre eles, destaca-se o grupo de Lefkowitz, que resolveu a estrutura do
ATI1R ativo com um ligante peptidico (agonista parcial) no sitio de ligacdo utilizando a
técnica de cristalografia de raio X em associacdo com nanobodies (PDB ID: 6DO1).
(Wingler et al., 2019a). Apesar das limitacOes intrinsecas da cristalografia de proteinas
de membrana, como a necessidade de truncamento de segmentos e uso de condi¢fes ndo
representativas do ambiente proteico, muitos desses resultados estruturais também
foram observados pela técnica de espectroscopia de ressonancia dupla elétron-elétron
(Double Electron-Electron Resonance, DEER), reforgando a importancia dos achados
(Wingler et al., 2019b). Até entdo, somente o estado inativo e o modo de ligacdo das
sartanas era compreendido, e havia um hiato de trabalhos computacionais com esse
cristal. Como esses trabalhos correspondem a um marco no estudo do ATIR,
consideramos importante comparar nossos resultados baseados no cristal inativo 4YAY
com os dados experimentais recentemente publicados para o cristal ativo 6DO1, como

forma de validacéo experimental do modo de ligacao dos ligantes peptidicos.

5.6.4. Comparagado com o cristal 6DO1

Diferente dos cristais anteriores, 0 6DO1 possui a proteina termoestabilizadora
BRIL inserida na porcéo intracelular entre os residuos Tyr226'°-2 e Asp227'°L3 a0 invés
da porcdo N-terminal. Essa mudanca evita a perda de afinidade do receptor por ligantes,
porém interfere no posicionamento da ICL3. Logo abaixo da ICL2 e TM3, encontra-se
0 nanobody, cuja fungdo é estabilizar o receptor num estado ativo com afinidade
aumentada pelo ligante peptidico que se encontra no sitio de ligacdo, o composto S118
[(Sar?, 1led)-Angll]. A sobreposicdo dos cristais ativo e inativo revela que as mudangas
de posicionamento de residuos e helices envolvem as TM5, TM6 e TM7. O mecanismo
de ativacdo do ATI1R proposto pelos autores comegca com a S118-1le8 iniciando a
cascata de mudangas conformacionais que sao propagadas do centro do receptor para as
porcOes intracelulares. Comparado com o estado inativo, ha o deslocamento da
Lys199542 e da TM5 na dire¢do do carboxilato terminal do ligante em 4,5 A. A cadeia
alifatica da S118-11e8 empurra o Trp253%48 e a Tyr292743 para baixo da cavidade do

61



receptor. Essas mudancas estariam ligadas com uma trava conformacional diretamente
abaixo causando a Phe249%4* e a Phe250%% a passar pela Phe208%%!, de modo
semelhante a uma cremalheira. Por um movimento de rotagédo da TM6, ocorre a cria¢do
de um espaco vazio que pode ser preenchido pela Asn295'4 quebrando a ligagdo de
hidrogénio com a Asn1113% presente na estrutura inativa. Finalmente, o afastamento da
porgdo intracelular da TM6 seria acompanhado do movimento da TM7, que seria
estabilizado pela formagéo da ligagdo de hidrogénio mediada por agua entre Tyr215>°8
e Tyr3027°% do motivo NPxxY.

Nas nossas simula¢Bes também observamos que a cadeia lateral do residuo 8
seria responsavel pelo processo de ativacdo do receptor por causa do posicionamento
propicio dos ligantes e pelas mudancas induzidas pela Angll-Phe8 no Trp253%48 (Figura
23). No entanto, observamos uma rotagdo e deslocamento do grupo indol do Trp253%48
na direcdo intracelular, permanecendo entre a TM5 e TM®6, enquanto no cristal 6DO1 o
motivo CWxP é deslocado em 1,1 A para a porc¢éo intracelular. Em nossas simulagdes
as mudangas no motivo CWxP ndo envolvem uma rotacdo tdo pronunciada da TM6,
portanto ndo observamos o0 mecanismo de cremalheira, sendo o afastamento da porcao
intracelular intermediario ao observado para o estado ativo (Figura 30, Figura S5). O
mesmo vale para a TM7, observamos a perda de helicidade, principalmente no
segmento Tyr292743-Asn29574¢, mas ndo observamos a rotagdo da hélice como um
todo.

O cristal ativo 6DO1 n3o apresenta as regides de virada da TM1 (Asn46'%) e
TM2 (motivo LALAD) que observamos e nem as mudangas na rede de ligagOes de
hidrogénio reportadas por Cabana e colaboradores (Cabana et al., 2015). Na verdade, a
sobreposicao dos residuos das TM1, TM2, TM3 e TM4 entre 0s cristais ativo e inativo é
quase que completa (Figura 31), indicando que as mudancas relacionadas a ativacédo do
receptor se limitam as demais regides.

Apesar da helice 8 assumir uma posicdo paralela ao eixo da membrana
plasmatica no cristal ativo, como observado para o AT2R (Zhang et al., 2017), Wingler
e colaboradores reportam que resultados de DEER e de simulacdes de dindmica
molecular convergem para um comportamento desordenado da hélice 8. Nossas
simulacdes foram obtidas empregando o mesmo campo de forca, geometria inicial
(4YAY) e composicdo de bicamada lipidica, reforgando esses achados. Além disso, o

ATI1R carece do sitio de palmitoilacdo da hélice 8, que seria responsavel pelo
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ancoramento da helice na membrana nas demais proteinas da classe (Escriba et al.,
2007). Isso reflete uma das limitagdes da cristalografia, que é fornecer uma Unica
estrutura de um sistema tdo flexivel como as GPCRs. Outra limitacdo é a criacdo de
ambientes ndo representativos, como a insercdo da proteina BRIL na ICL3, resultado na
formagdo de uma a-hélice ao fim da TM5, que ndo corresponde a uma conformacéo
possivel da ICL3, pois ela conecta as TM5 e TM6. Apesar disso, entendemos que a
manutengdo da capacidade de sinalizacdo celular e da afinidade por ligantes deste
mutante, indicam que o posicionamento da TM5 corresponderia a uma das principais
conformacdes do estado ativo.

Apesar de trabalhos anteriores reportarem o S118[(Sar,lle®)-Angll] como um
agonista enviesado para as vias da B-arrestina 1 e 2 (Zimmerman et al 2012, Domazet et
al., 2015), estudos mais recentes mostram a capacidade desse peptideo de ativar a via
Gq com Emax equivalente a 50% do agonista pleno (Namkung et al., 2018, Karnik et al.,
1999), o que o torna um agonista parcial. E interessante notar que o a Unica diferenca
entre 0 agonista enviesado TRV027 [(Sar',D-Ala®)-Angll] e o composto S1I8
corresponde a cadeia lateral do residuo 8, que apresenta uma isoleucina no lugar da D-
alanina. Zimmerman e colaboradores exploraram o efeito do volume da cadeia lateral na
posicdo 8 e descobriram que agonistas plenos possuem grupos volumosos nessa
posicdo, como o composto SVdF [(Sart,D-Phe®)-Angll] e a Angll, enquanto agonistas
enviesados possuem grupos de volume pequeno, como o TRV023 [(Sart,Lys’D-Ala®)-
Angll] (Zimmerman et al., 2012). Devido a alta semelhanca estrutural, € muito provavel
que tanto a Angll quanto o TRV027 tenham um modo de ligacdo semelhante ao do
S118, portanto, faremos comparacgdes diretas sobre 0 modo de ligacéo destes compostos.
Diferente das etapas anteriores, utilizaremos a pose 1 do sistema Angll-AT1R, pois esta
apresentou a orientacdo de residuos mais proxima do cristal ativo (Figura 31) essa

mudanca ndo foi necessaria para o sistema TRV027-AT1R.
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Figura 30. Comparacdo da posicdo das hélices na por¢do intracelular do AT1R. (A) Cristal
4YAY (inativo) sobreposto com sistema TRV027-AT1R (pose 2A - frame 102 ns). (B) Cristal
6DO1 (ativo) sobreposto com sistema TRV027-AT1R (pose 2A - frame 102 ns). As viradas na
TM1 e TM2 provocam mudanga no posicionamento das porcGes intracelulares que ndo sdo
observadas nos cristais. Apesar disso, observamos mudangas na posi¢do das TM5, TM6 e TM7
que se assemelham mais ao estado ativo do receptor. Representacdo na forma de cartoon.

O ligante S1I8 encontra-se orientado de modo vertical na cavidade com a
porcdo N-terminal apontada para a porgdo extracelular e, consequentemente, com o
altimo residuo no interior da cavidade do receptor, como descrito para a Angll (Fillion
et al., 2013). A S1I8-Sarl se posiciona entre os residuos Gln15N-teminal - pgpyq7N-terminal
His183EC2, de modo mais externo do que o primeiro residuo de ambos os ligantes nas
nossas simulag@es. O posicionamento da por¢do N-terminal sobre a folha-beta (ECL2)
forma uma terceira folha antiparalela de modo semelhante a um beta barril parcial,
observamos a formacéo desse esse mesmo padrdo nas simulagées com a Angll.
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Figura 31. Sobreposicdo dos sistemas simulados e cristais do AT1R. (A) Comparacdo entre
cristal ativo 6DO1 (colorido) e inativo 4YAY (cinza). (B) Comparacdo da pose 2 do sistema
TRV027-AT1R (colorido) com o cristal 6DO1 (cinza). (C) Comparacdo da pose 1 da Angll-
ATI1R com o cristal 6DO1 (cinza). (D) Cavidade do cristal ativo mostrando as diferengas de
posicionamento com a TM5 do sistema TRV027-AT1R. (E) Cavidade do sistema TRV027-
ATI1R comparado com o cristal 6DO1. (F) Cavidade do sistema Angll-AT1R comparado com o
cristal 6DO1. Reparar nas diferencas de tamanho de cavidade e sobreposi¢do com a molécula de
agua estrutural do 6DOL1.
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O grupo guanidinico da S118-Arg2 se encontra mais internamente no receptor
entre os residuos Asp263°°8 e Asp281732, assim como observamos para as simulacoes
da pose 2 do TRV027 e, temporariamente, para a pose 2 da Angll. Inesperadamente, ha
uma curvatura na cadeia principal do peptideo causada pela S118-Tyr4 resultando na
orientacdo da Tyr4 para o interior da cavidade de modo a formar uma ligacdo de
hidrogénio com o carboxilato terminal. Nas nossas simulacGes a Tyr4 apresentou alta
diversidade conformacional interagindo com residuos das TM1, TM2 e N-terminal,
porém sem a formacdo dessa ponte salina interna. Vale lembrar que o ligante enviesado
SII[(Sarl,lle4,11e8]-Angll) é o unico composto com mutacdo na posicdo 4 e apresenta
uma capacidade baixa de ativacdo de ambas as vias quando comparado com a Angll,
reforcando a importancia dessa interagdo na ativacdo do receptor (Wei et al., 2002,
Balakumar et al., 2014).

Os residuos S1I8-Val3 e S1I8-1le5 se orientam para 0 mesmo lado, apontando
para a TM2. Pierre e colaboradores sintetizaram analogos da Angll com anéis de
diferentes tamanhos unindo as posicGes 3 e 5 e mostraram que a rigidez anelar néo
causava perdas de afinidade e atividade somente quando os residuos ficavam orientados
no mesmo lado, sugerindo que os ligantes peptidicos aciclicos assumiriam a mesma
orientacdo relativa desses residuos (Pierre et al., 2018). Esse posicionamento € evidente
na pose 1 da Angll-AT1R e a consequéncia dessa orientacdo da Ile5 é o posicionamento
da Pro7 de modo que os carbonos carbonilicos dos residuos 6 e 7 figuem orientados
para a Argl675C2, assim como observado anteriormente para o TRV027-AT1R. Outra
consequéncia do posicionamento da Pro7 se reflete na cadeia lateral da 1le8, que se
encontra ao lado da 1162887 e logo acima da Leu1123%4, Tyr29274® e Trp253°%8, Nas
simulacdes com o agonista enviesado, observamos parte da Pro7 e o Gltimo residuo
ocupando essa mesma regido. No entanto, nas simula¢bes do sistema Angll-AT1R
(pose 1 e pose 2) a Angll posiciona-se mais profundamente com o grupo fenil logo
acima do Trp253%8 e a lle5 interagindo com Tyr292”43, Como apontado pelos autores,
a substituicdo da Sl-1le8 por uma Phe8 ndo seria possivel sem causar sobreposi¢do
atdbmica, indicando que um grupo mais volumoso necessariamente provocaria
perturbacgdes ainda maiores nessa por¢do do bolso hidrofébico.

A existéncia da ponte salina entre o carboxilato terminal dos residuos na posicéo
8 com a Lys199°4? foi confirmada no receptor ativo (Noda et al., 1995, Fillion et al.,
2010, Balakumar et al., 2014). Quando comparamos as nossas simulagdes com o novo

cristal, observamos uma rotagio da Lys199%4? acompanhada de uma aproximagio da
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porcdo extracelular da TM5 de 3,5 A na direcdo do centro do receptor, reduzindo
significativamente o volume da cavidade. Além disso, o cristal apresenta uma molécula
de 4gua estrutural entre a Ser105%% e a Lys199>4?, limitando ainda mais o ligante a uma
posicdo completamente vertical. Essa ponte salina foi o principal critério para a selecao
das poses dos ligantes e ndo dispunhamos de informacgdes sobre aguas estruturais,
consequentemente, as poses selecionadas se localizam mais profundamente na cavidade
do receptor. Na etapa de SA do sistema Angll-AT1R, tanto a pose 1 quanto a pose 2
apresentaram a rotacéo da Lys199°4? acompanhada da aproximagéo da TM5, no entanto
ao longo da dinamica, como comentado anteriormente, observamos um afastamento da
porcéo extracelular das TM5 e TM4 em relagéo ao centro do receptor. Tendo em vista a
semelhanca dos eventos observados afetando o motivo CWXxP e a pose reportada para o
S118, ¢ provavel que as mudancas no Trp253%4® sejam representativas, mas ndo o
afastamento das transmembranas, sugerindo que a pose real da Angll seria mais
vertical. Até o momento, experimentos de BRET, FRET e DEER, apresentam como
principal limitagcdo justamente o acompanhamento unicamente dos movimentos das
porcdes intracelulares, sendo 0 6DO1 a evidéncia mais forte da aproximacéo da TM5.

O posicionamento da ECL2 impede que poses verticais do ligante alcancem a
TMS5, sendo a curvatura da cadeia principal a solugdo encontrada pelo algoritmo de
ancoramento molecular para permitir essa interacdo, resultando nas poses de
ancoramento j& discutidas. E tentador hipotetizar que inicialmente a entrada do ligante
seria mais profunda, como descrevemos, e que depois haveria o retorno a uma posi¢ao
mais externa e vertical, como o observado para o cristal. No entanto, essa hipotese é
muito pouco provavel devido ao custo energético de dessolvatacdo do ligante em uma
pose mais profunda; a necessidade de rearranjo de moléculas de dgua no bolso e as
mudancas conformacionais do ligante para o retorno a uma posicdo vertical. O mais
provavel seria que durante a entrada do ligante peptidico haveria uma aproximacéo da
TM5 seguida de sua estabilizacdo pela formacdo da ponte salina.

O processo de entrada do ligante peptidico no sitio e as mudangas
conformacionais reciprocas que levam a aproximacdo da TM5 ainda sdo desconhecidas.
Apesar dessas limitagOes, obtivemos interagOes ligante-receptor semelhantes para as
cadeias laterais dos residuos nas posicdes 2, 3, 5, 7 e 8. Além delas, destacamos a
interacdo dos oxigénios carbonilicos da cadeia principal dos residuos 6 e 7 com a
Arg167ECL2 observadas no S118 e no ligante enviesado. Na proxima secéo discutiremos

as implicagOes dessa observagdo com mais detalhes.
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5.7. Hipdtese sobre 0 modo de ligacéao.

Como dito anteriormente, os ligantes peptidicos possuem a capacidade de
estabilizar a ponte salina com a Lys199°4? (Balakumar et al., 2014) no entanto, um
conjunto cada vez maior de trabalhos aponta que 0 mesmo néo € valido para as sartanas.
Resultados de FRET, BRET (Domazet et al., 2015, Namkung et al., 2018) e DEER
(Wingler et al., 2019b) indicam que as sartanas mantém as flutuacdes conformacionais
do receptor em estados semelhantes ao apo e estudos de mutagénese mostram que 0
mutante K199A afeta apenas a afinidade de ligantes peptidicos (Zhang et al., 2015b).
Os cristais 4YAY e 4ZUD possuem sartanas com o grupo tetrazol estabelecendo uma
ponte salina com a Arg16752 ao invés da Lys199°42 e quando esses cristais s&o usados
como geometrias iniciais em simulacdes de dinamica molecular, as interaces com a
TM5 também tém baixa frequéncia e ndo ocorrem em todas as sartanas (Singh et al.,
2018). O conjunto dessas observagdes aponta para a auséncia da ponte salina entre o
grupo tetrazol das sartanas e a Lys199°42,

Nossos ensaios de ancoramento molecular da olmesartana com o novo cristal
revelam que a presenca da molécula de agua na cavidade resulta em poses afastadas da
TM5 e mesmo sem ela, como no cristal 4ZUD, a distancia do grupo tetrazol para a
Lys199°42 passa de 4,5 A para 4,9 A (Figura 32). O planejamento racional da classe das
sartanas foi feito de modo que o grupo tetrazol fosse um bioiséstero do carboxilato
terminal da Angll (Sallander et al., 2016), mas segundo nossas simulacfes e o cristal
6DO01, suas interacdes equivaleriam as que observamos para 0s oxigénios carbonilicos
da cadeia principal dos residuos 6 e 7. Consequentemente, é possivel que a classe das
sartanas ndo explore a ponte salina entre um grupo carregado negativamente e a
Lys199%42, ficando limitada a regides equivalentes aos residuos nas posicdes 4-7 dos
ligantes peptidicos.

Outro ponto interessante sobre as sartanas € que o aumento do volume de
substituintes na posi¢do para em relagdo ao grupo carregado negativamente, como o
composto L-162-782, pode causar atividade agonista (Pelman et al., 1997). Zhang e
colaboradores apontam que além desse aumento do volume na cavidade € necessaria
uma reducdo das interacdes com a Tyr87%5% para a conversio de antagonista para
agonista, como demonstrado para o composto R774847 (Zhang et al., 2015b). A
presenca de um grupo volumoso na porcdo hidrofobica mais profunda do receptor

corrobora com a hipotese de participacdo da regido CWxP na ativagdo da via Gq e
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aponta para a auséncia da ponte salina com a Lys199°4? no mecanismo de ativacio

desses compostos ndo peptidicos.

A

R167

K199

W253

# 180°
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olmesartana
-47ZUD

Figura 32. Sobreposigdo do cristal 4ZUD (cinza) com a pose de ancoramento molecular da
olmesartana gerada no cristal ativo 6DO1. A presenca da molécula de agua estrutural resulta em
uma pose com orientagéo e distancia do grupo tetrazol (4,5 A) que ndo permite interacdes com a
Lys199542,

Em vista desses novos resultados, descrevemos a seguinte hipoOtese para 0s
ligantes no AT1R (Figura 33). Agonistas enviesados estabilizam a ponte salina com a
Lys199°42 e estabelecem interagdes do tipo dipolo entre os carbonos carbonilicos dos
residuos 6 e 7 com a Arg1675C-2, Agonistas plenos fazem as mesmas interagdes, porém

a presenca da Phe8, um grupo volumoso, desloca o0 motivo CWxP na direcédo
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intracelular causando a ativacdo da via Gq. Por fim, as sartanas, como a olmesartana,
estabelecem uma ponte salina com Arg1675“? e uma ligacdo de hidrogénio com a

Tyr35%3°, porém ndo estabilizam a ponte salina com a Lys199°4? e sd deslocam o

motivo CWxP quando grupos volumosos se encontram na posicao para.
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Figura 33. Diagrama de interacOes entre ligante-receptor para o TRV027 (A), Angll (B) e
olmesartana (C). Interagdes do tipo hidrofébica sdo mostradas em amarelo e interacdes polares
como linhas tracejadas. As setas em cinza indicam a aproximagdo da TM5 e a seta laranja (B)
indica 0 movimento do Trp253%48. O grupo volumoso do agonista R794847 (D) é destacado em
vermelho.

5.8. Selecdo de conférmero

Para as demais etapas utilizaremos o conjunto de aminoacidos do receptor em
contato com os ligantes. De um modo geral, podemos dividir a cavidade em duas partes,
a primeira delas € composta de residuos hidrofébicos, pouco polares e aromaticos, que
correspondem a maior porcdo da cavidade (Figura 34). Nesta por¢do temos as TM1 e

TM2 interagindo com as cadeias laterais apolares da Val3 e Ile5 do ligante, enquanto na
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parte mais profunda da cavidade localiza-se o bolso hidrofobico, diretamente abaixo dos
residuos na posicéo 7 e 8 dos ligantes peptidicos. Os aminoacidos que compdem essa
primeira parte da cavidade sdo: 11e3112°, Tyr351%° Phe772% Leu81%%, Trp842%,
Tyr872%3, Thr882%4, Tyr92fCtl val108%%2 Leu112%%, Tyr113%%, Phel182 ECL?
Trp253%48, Met2847%, Pro28573¢, 1128873 e Tyr292743,

A segunda porc¢do, localizada logo abaixo da ECL2, é composta de residuos
polares e carregados que séo responsaveis pelas interagdes mais fortes com os ligantes.
A obrigatoriedade dessas interacdes limita as conformacgdes possiveis dos ligantes na
cavidade, resultando nas poses ja discutidas. Os aminoacidos dessa porcdo Ssdo:
Ser105%2°, Ser109%23, Argl675Ct?, Lys199%42 His256°°!, Thr260°%°, Asp263°°8,
GIn267°%% e Asp2817-%,

Carregado positivamente
Carregado negativamente
Polar

Aromatico

Apolar

Figura 34. Cavidade do receptor AT1R destacando-se a cadeia lateral dos aminoacidos em
contato com o ligante. Reparar na concentragdo de aminoacidos apolares e aromaticos nas TM1,
TM2 e TM3 e na por¢do mais profunda da cavidade nas TM6 e TM7. Representacdo na forma
de sticks e cartoon.

Como dito anteriormente, resultados experimentais e computacionais apontam
que agonistas enviesados estabilizam estados intermediarios de ativacdo, desta forma a
maneira encontrada de se selecionar conformagfes para a etapa de criacdo de um
farmacdoforo levaria em conta as informag@es do estado ativo do receptor. Separamos 0s
residuos da cavidade do receptor 6DO1 e os utilizamos como critério para o calculo de
RMSD das trajetdrias do complexo TRV027-AT1R. O conférmero cuja cavidade mais

se assemelhou ao estado ativo foi utilizado na etapa seguinte (Figura 35).
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Figura 35. Desvio quadratico médio da posi¢do atbmica (Root Mean Square Deviation, RMSD)
da dindmica TRV027-AT1R pose 2a em relacdo ao cristal 6DO1. Essa analise levou em
consideracdo somente os &tomos pesados da cavidade do receptor. O frame selecionado (102 ns)
encontra-se depois do intervalo de estabilizacdo da dindmica (40 ns).

5.9. Farmacéforo

Um dos desafios de se trabalhar com agonistas enviesados € encontrar
peptideos que apresentem um alto fator de viés (bias factor) para a via da p-arrestina
para poderem ser usados nas etapas de validacdo dos modelos. Além disso, a medida
que novos trabalhos sdo divulgados, compostos descritos anteriormente como
enviesados sdo reclassificados frente a novas evidéncias, como o composto S1I8,
resultando na diminuicdo do numero de compostos disponiveis e causando a
reformulacdo de modelos anteriores. Estruturalmente, agonistas e agonistas enviesados
sdo similares, e estudos explorando analogos de Angll com mutag6es nas posicdes 1, 3,
5 e 8 mostram que compostos que possuem N-metil glicina ou N-metil alanina na
posicdo 1 apresentam afinidade aumentada pelo receptor, enquanto peptideos com
cadeias laterais pequenas na posicao 8 possuem viés para a via da B-arrestina. A soma
destes critérios resulta nos agonistas enviesados mais potentes descritos até 0 momento,
apresentando alto fator de viés: TRVO027 [(Sar!,D-Ala®)-Angll], TRV023
[(Sart,Lys® Ala®)-Angll], TRV034 [(NAlal,Ala®)-Angll] e TRV044 [(NAlal,D-Ala®)-
Angll] (Zimmerman et al., 2012, Rajagopal, et al., 2011, Violin et al., 2010 ).
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Esse grupo de agonistas enviesados foi utilizado no servidor DUD-E (Mysinger
et al., 2012) para a geracdo de decoys (59 por ligante), totalizando um grupo de 236
decoys. Geramos as estruturas tridimensionais de cada um desses compostos, resultando
na criacdo da base de dados de agonistas enviesados e de decoys, que foram utilizadas
nas etapas de exploracdo e validacdo dos modelos por construcdo da curva ROC e,
posterirormente, em ensaios in vitro.

A geracdo de farmacoforos foi feita de modo iterativo: comegamos escolhendo
trés pontos de interacdo que se mostraram relevantes tanto nas nossas simulacfes
quanto na literatura, atribuimos um grupo farmacoforico adequado para cada um, por
exemplo, regido hidrofébica na cadeia lateral da 11e2887-%, e realizamos uma triagem na
base de agonistas enviesados fortes. Caso todos 0s agonistas enviesados fossem
encontrados nessa triagem teste, adiciondvamos outro ponto de interacdo e faziamos
uma nova triagem. Se o novo modelo resultasse em menos agonistas enviesados
selecionados, substituiamos o ponto adicionado e repetiamos o processo. Como a
combinagédo de pontos iniciais poderia afetar o resultado final, trabalhamos com todas as
combinac0es iniciais possiveis.

Diversos modelos foram gerados e percebemos que a adi¢do de mais do que 5
grupos farmacoféricos resultava em modelos incapazes de encontrar 0s compostos teste,
enquanto a simplificacdo dos critérios de busca para apenas 4 resultava hum nimero
inviavel de compostos triados para serem analisados quando usamos uma base de dados
maior, como o0 ZINC15. Por questdes praticas, mostraremos apenas 0s modelos finais.

O farmacoforo 1 (Figura 36) foi baseado na estrutura do ligante TRV027 e as
tentativas inicias consideraram as cadeias laterais dos residuos Tyr4, lle5, His6, Pro7 e
D-Ala8, e os oxigénios carbonilicos da His6 e Pro7. O farmactforo 2 foi baseado na
estrutura do receptor e inicialmente considerou os residuos Tyr35%3° Trp842%°,
Argl675ct2 Lys199%42 His256°%%, 11e2887%° e Tyr292743, Apesar dos estudos de
mutagenicidade e os cristais das sartanas apontarem para a importancia da Tyr35%,
tanto nossas simulagdes quanto o cristal 6DO1 ndo apresentam interacdes estaveis.
Como comentado anteriormente, a reducdo das interagdes com esse residuo e 0 aumento
do volume préximo do anel estdo associados com agonismo, portanto, a nao inclusdo da
Tyr351% é estratégica no sentido de excluir possiveis compostos com a atividade
antagonista. Além de terem se mostrado relevantes nas nossas simulagdes, os residuos

que compuseram o modelo final se encontram nas porg¢des mais profundas do receptor e
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mutacdes nos mesmos causam perda de afinidade dos ligantes peptidicos (Zhang et al.,
2015a, Zhang et al., 2015b, Balakumar et al., 2014).

O farmacdforo 3 foi baseado na estrutura do ligante presente no cristal 6DO1 e
utilizou 0 mesmo conjunto de residuos do modelo 1. Os modelos iniciais incluiram um
doador de ligacdo de hidrogénio na Tyr4, cuja importancia € discutida pelos autores do
cristal 6DO1, porém esses modelos apresentavam seletividade inferior, sendo
descartados na etapa de validacdo (Wingler et al., 2019). Além disso, os pontos finais
para ambos os modelos 1 e 3 foram 0s mesmos, possibilitando uma maior varredura do
espaco quimico na etapa de triagem virtual ja que apenas a distancia relativa do centro
de cada grupo farmacofoérico foi alterada.

As curvas ROC representam a probabilidade de um modelo encontrar os
compostos ativos independentemente da quantidade e proporcdo de ativos e decoys
utilizados. Os 3 farmacoforos (Figura 37) se mostraram robustos, pois apresentaram
valores de area sob a curva (AUC, Area Under the Curve) superior a 60% (Martinez et
al., 2003). Por fim, testamos os 3 farmacdforos finais em uma base de dados de 13
compostos que foram obtidos por triagem virtual em trabalhos anteriores do nosso
grupo visando a obtencdo de agonistas enviesados para o0 AT1R (Figura S6). Esses
compostos ndo apresentaram ligacdo ao AT1R em ensaios de afinidade (Figura S7) e,
portanto, caso fossem triados pelos novos modelos seriam falsos-positivos. Nenhum dos
3 modelos selecionou compostos das triagens anteriores. Cabe ressaltar que esses
compostos ndo foram incluidos na etapa de validacdo, pois apresentam alta
variabilidade estrutural e seriam menos especificos que o0s decoys, que sao
obrigatoriamente semelhantes aos ligantes de referéncia. Por fim, prosseguimos para a

etapa de triagem virtual.
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Figura 36. Farmacoforos gerados com base na estrutura dos ligantes TRV027 (A) e Sl (E) e do
receptor (C). A disposicdo espacial e as distancias entre os grupos farmacoféricos de cada
modelo sdo mostradas ao lado (B, D e F). Representacdo na forma de sticks e cartoon.
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Figura 37. Curva ROC dos trés farmacéforos gerados para 0 AT1R, mostrando que todos 0s
modelos apresentam valor de area sob a curva (AUC) acima de 60% (p-value < 0.0001).

5.10. Triagem virtual

A base de dados ZINC15 in stock, inicialmente com 13.241.888 de compostos
(20/02/2019), foi filtrada, resultando em 12.836.482 de compostos. As triagens virtuais
foram feitas com essa nova base de dados tendo como critério de busca os farmacéforos
gerados na etapa anterior (Figura 38). Utilizamos informagdes extras da literatura para
reduzir o nimero de compostos triados que seguiram para a etapa de ancoramento
molecular.

Com excecdo de compostos como a eprosartana, 0s antagonistas do AT1R
apresentam um sistema com dois anéis aromaticos interligados restringindo a liberdade
conformacional das porcOes polares e carregadas da sartana, geralmente um acido
carboxilico e um grupo tetrazol, respectivamente. Esses grupos se posicionam de ambos
os lados da Arg1675¢-2, de modo semelhante a uma pinca (Naik et al., 2010, Kellici et
al., 2015, Sallander et al., 2016), portanto, incluimos a presenca de dois anéis
aromaticos diretamente ligados para facilitar essa possivel interacdo. Como discutido

anteriormente, as porcoes hidrofébicas e polares da cavidade sdo bem delimitadas, entéo
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também adotamos como critério de exclusdo compostos que apresentassem grupos
polares ou carregados que ficassem orientados para as porcoes hidrofébicas do receptor.
Por fim, o ultimo critério foi a exclusdo de compostos com porc¢des volumosas proximas

do grupo carregado negativamente que pudessem impedir a interagdo com a Lys199>42,

Base de dados Zinc15 (instock)

Filter
HBA < 10, HBD £ 5, carga formal

13.241.888 de compostos entre-3e 3,log P entre-3,0e6,8
Unity

Busca baseada nos 3 farmacoforos
12.836.482 de compostos

Farmacdéforo 1=3528 Critérios
Farmacdforo 2 =4489 Baseados na
9.432 compostos Farmacoforo 3=1415 literatura

Farmacéforo1=144 Gold Docking

Farmacéforo2=191  Ancoramento molecular
Farmacoforo3=32 20 poses/ligante

7 Compostos
selecionados

Figura 38. Protocolo de triagem virtual mostrando os principais critérios e compostos
selecionados em cada etapa.

A adocdo destes critérios resultou na selecdo de 249 compostos que
prosseguiram para a etapa de ancoramento molecular seguindo a mesma metodologia da
etapa anterior (Secdo 4.1.6). Desconsideramos novamente os valores das funcgdes de
score para a selecdo de compostos devido ao problema de orientacdo invertida na
cavidade, portanto, a selecdo foi feita com base na inspecdo visual seguindo o0s
seguintes critérios: distancia do grupo carregado negativo da Lys199%42 distancia do
aceptor de ligagdo de hidrogénio da Arg1675CL2, orientagdo das porcdes hidrofobicas
para o bolso hidrofébico e TM1 e TM2. Os compostos que apresentaram as menores
distancias para esses grupos e orientacdo adequada foram selecionados, totalizando sete
compostos (Figura 39). Apesar de fazerem parte do grupo in stock, somente cinco dos
sete compostos triados estavam disponiveis para compra imediata e puderam prosseguir
para a etapa de ensaios de afinidade (Figura 40).
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Figura 39. Resultado final da triagem virtual para os farmacéforos 1 (A), 2 (B) e 3 (C).
Os compostos S1 e S2 ndo estavam disponiveis para compra. A semelhanca estrutural

entre os compostos C5 e a valsartana (D) é destacada em azul e verde.
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Figura 40. Poses de ancoramento molecular selecionadas dos compostos triados
mostrando as distancias entre os ligantes e os residuos definidos como esséncias para
agonismo enviesado.

Dentre os compostos triados, destacamos o composto C5 por possuir uma alta
semelhanga estrutural com a valsartana (Figura 39). Comparado com o grupo dos bifenil
tetrazois, esse composto apresenta um deslocamento na posicdo do grupo carregado
negativo e sua substituicdo por um grupo carboxilato. Esses dois fatores estdo
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relacionados com uma diminuicdo da afinidade pelo receptor (Sallander et al 2016),
porém essa posicdo alternativa facilitaria a interacdo com a Lys199°%2, que
consideramos necessaria para 0 agonismo enviesado. O C5 é um inibidor de receptor
tirosina quinase do tipo 2 (Tie2, Liu et al., 2008), mas ainda ndo foi testado para o
ATI1R. Outro ponto interessante é que mesmo tendo um log P de 5,8 e 7 HBA, 0 uso de

critérios mais abrangentes na etapa de filtracdo permitiu a sua selecéo.

Apos a triagem inicial e antes da selecdo com base nas informagdes extras, o
conjunto de compostos triados pelos trés modelos continha a série das sartanas,
indicando que os modelos utilizados capturaram parte da capacidade de identificar
compostos ativos para 0 AT1R mesmo diferindo entre si e de outras abordagens
(Matsoukas et al., 2013, Kellici et al., 2015). Também observamos uma convergéncia
dos 3 modelos pela selecdo de outras séries comuns, como os 5-fenilpirazois e 2-
fenilfuranos, sugerindo que o nimero de compostos capazes de atender aos critérios

estipulados seja limitado pela base de dados e ndo apenas pelos farmacéforos em si.

5.7. Ensaios de afinidade

As células HEK-293 transfectadas foram cultivadas segundo as condigdes
descritas na metodologia. Por apresentarem o crescimento na forma de grumos, foi
necessaria a adicdo de poli-lisina nas placas de 24 poc¢os para evitar a perda de células
por falta de aderéncia durante as etapas de lavagem. Uma forma rapida e simples de
avaliar a expressdao do plasmideo contendo eGFP é o uso da microscopia de
fluorescéncia. Quando incidimos luz com comprimento de onda de 488 nm (azul), o
eGFP tem a sua emissdao maxima no comprimento de 509 nm (verde), como mostrado
na Figura 41. Portanto, assumimos indiretamente a presenca do receptor pela presenca

da proteina eGFP que se encontra no mesmo plasmideo.

A contagem da *H-Angll indicou 577.680 cpm/ pL. Desta forma, cada placa de
24 pogos foi preparada com 2,07 pL de H-Angll e diferentes concentracdes dos
compostos controle e compostos teste. Apo6s o periodo de 24 h, as células foram
rompidas com tampé&o de lise e transferidas para tubos contendo liquido de cintilagdo
para a leitura. Em todos os experimentos utilizamos como controle negativo um poco

contendo apenas as células e os reagentes do ensaio e como controle positivo um pogo
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contendo apenas a *H-Angll. Os valores de contagem por minuto (cpm) destes pogos
foram considerados os valores 0 e 100%, respectivamente em cada um dos ensaios. Os
valores de erro também sdo mostrados na forma de intervalo de confianca com nivel de

significancia de 5%.

Figura 41. Fotos de células HEK-293 obtidas por microscopia de fluorescéncia. Células
transfectadas com o AT1-GFP (em verde) e células ndo transfectadas (canto direito).

5.7.1. Piloto do ensaio de binding

O ensaio piloto foi realizado apenas com o ligante ndo marcado angiotensina Il
em 6 concentracOes diferentes e em triplicata. Os resultados indicam que ocorreu o
deslocamento da ®H-Angll para a solu¢io em funcio da concentracdo de Angll (Figura
42), sendo obtida uma curva caracteristica de ensaios de afinidade (Zimmerman et al.,
2012, Rajagopal, et al., 2011).

Chamamos de ensaio de afinidade de competicdo do tipo homologa quando o
mesmo composto € usado como radioligante e como composto teste. Nestes ensaios é
possivel a determinacdo do valor de Kq do ligante ndo-marcado, também chamado de
ligante frio, quando a concentracdo da 3H-Angll, o ligante quente, é conhecida. A

determinacéo ¢ feita segundo a equacdo de Cheng e Prusoff (Cheng et al., 1973):

K, = (IC5o— [Radioligante]) (Eq.4)
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Substituindo-se os valores na equacéo 4 e considerando a concentragdo de 3H-
Angll igual a 0,66 nM (GeHealthcare) temos Kqg = 4,5 nM. Na literatura o valor de Kq
da angiotensina Il é reportado entre 1,5 - 12 nM (Cheng et al., 1994, Cheng et al.,
1995). Idealmente, a queda da curva concentracdo-resposta de 90% de binding para
10% deve ocorrer quando reduzimos a concentragdo em 81 vezes, ou duas escalas
logaritmicas (Auld et al., 2012), o que é observado no ensaio acima. Vale lembrar que
Kq é uma propriedade do receptor e do ligante ndo marcado, enquanto a ICso € uma
propriedade do experimento em si. Portanto, quando mudamos as condi¢des do
experimento estamos afetando diretamente o valor de ICso, mas 0 mesmo nédo ocorre
com o valor de Kq (Auld et al., 2012).
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Figura 42. Ensaio de afinidade para a Ang Il no receptor AT1R - Porcentagem de

ligacdo da *H-Angll em funcéo da concentragdo da Angll.

5.7.2. Ensaio de afinidade

Inicialmente, foram realizados ensaios de afinidade com compostos triados
empregando-se um modelo anteriormente desenvolvido pelo nosso grupo (Figura S6).
Devido ao intervalo entre os primeiros ensaios de afinidade e os testes com o0s
compostos triados a partir do modelo desenvolvido nesse trabalho (Figura S7), fizemos
uma nova contagem da 3H-Angll que resultou em 512.994 cpm/pL. Esse ensaio teve

carater exploratdrio e por isso utilizamos uma unica concentracdo (1x10° M) para cada
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composto. Compostos com afinidade da ordem de micromolar, ainda sdo interessantes
do ponto de vista de planejamento de farmacos, pois podem fornecer uma estrutura base
para que modificacOes sejam propostas (Wermuth, 2007), o chamado composto hit. No
entanto, com o uso de concentracGes mais altas corremos o risco de obtencdo de falsos
positivos pela ocorréncia de agregacéo de ligantes (Hubner et al., 2010). Outro cuidado
utilizado foi o de ndo exceder 1% do volume total do poco com DMSO para evitar a

perturbacdo ou lise celular durante o ensaio (Auld et al., 2012).
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Figura 43. Porcentagem de ligacdo da *H-Angll em funcdo da concentragcdo dos compostos
testes. Os 5 compostos tiveram seus nomes omitidos para ndo revelar o composto hit.

Como observado na Figura 43, um dos cinco compostos apresentou afinidade
pelo receptor, ou seja, foi capaz de competir com a *HAngll, resultando na diminuicdo
da emisséo de radiacdo B, como observado para a Angll e losartana. Um novo ensaio
com diferentes concentracfes do composto teste determinard os valores de ICso e Kg,
enquanto que ensaios de ativacdo de vias especificas, como ensaios de ativacdo da via
da B-arrestina e via Gg, confirmardo se o composto teste possui atividade agonista
enviesada (Namkung et al., 2018). Apesar disso, a identificagdo de um composto “hit”
com afinidade da ordem de micromolar ja possui grande potencial e pode ser utilizado

com estrutura base para a geracdo de analogos com maior afinidade pelo receptor.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho modelamos e simulamos o receptor de angiotensina Il tipo 1
(AT1R) em trés condicGes diferentes para investigar os eventos conformacionais e
interacOes ligante-receptor responsaveis pelo agonismo enviesado. A compara¢do dos
nossos resultados com o conjunto de trabalhos experimentais e computacionais da
literatura nos permite afirmar que nossas observacdes nos sistemas holo sdo
semelhantes as observados nos demais GPCRs e no proprio cristal ativo 6DO1,
portanto, observamos eventos iniciais da ativagdo do receptor, ou estados parecidos com
0 ativo (active-like state). Dentre esses eventos destacamos o deslocamento do motivo
CWxP, a perda de helicidade do motivo NPxxY e o deslocamento das porcdes
intracelulares das TM5 e TM6.

Nossas simula¢fes também permitiram a observacdo de um padrdo de interacéo
ligante-receptor que nos permitiu criar uma hipotese sobre 0 modo de ligacdo de
possiveis ligantes enviesados envolvendo uma ponte salina com a Lys199%42 e auséncia.

Apresentamos aqui trés modelos que foram usados de maneira complementar
para varrer a base de dados ZINC15 in stock e selecionar possiveis agonistas enviesados
para 0 AT1R. Dentre os cinco compostos selecionados, um deles apresentou afinidade
pelo receptor, podendo, portanto, ser considerado promissor para 0 desenvolvimento de
agonistas enviesados de AT1R. Porém, necessita ter seu padrdo de ativacdo de vias

avaliado.

7. PERSPECTIVAS

Por fim, cabe ressaltar que as informac6es obtidas a partir do estudo detalhado
dos eventos conformacionais e interacdes ligante-receptor responsaveis pelo agonismo
enviesado em AT1R, bem como o posterior delineamento de um farmacéforo para esse
tipo de resposta, nos permitiram a proposi¢do de uma serie de moléculas inéditas com
potencial de possiveis hits para o desenvolvimento de agonistas enviesados. Torna-se
importante, a partir desse trabalho, o estabelecimento de parcerias para a sintese dessas
moléculas e realizacdo de novas simulacGes e testes de afinidade para que se possa

confirmar o potencial das mesmas.
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Figure S1. Desvio quadratico médio da posi¢do atdmica (Root Mean Square Deviation, RMSD) das 10
dindmicas paralelas do sistema AT1R-apo. Quando desconsideramos as por¢des N e C-terminal (preto)
de todos os outros 4tomos pesados (vermelho) da proteina, a estabilidade do sistema é alcancada em torno

de 40 ns.
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Figure S2. Desvio quadratico médio da posicdo atdmica (Root Mean Square Deviation, RMSD) das 10
dindmicas paralelas do sistema AT1R-apo. Quando desconsideramos as por¢des N e C-terminal (preto)
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Continuacéo Figura S3
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Figure S3. Desvio quadratico médio da posicao atdmica (Root Mean Square Deviation, RMSD) das 10
dindmicas paralelas do sistema AT1R-apo. Quando desconsideramos as por¢des N e C-terminal (preto)
de todos 0s outros dtomos pesados da proteina (vermelho) a estabilidade do sistema é alcangada em torno
de 40 ns. O valor de RMSD da TRV027 (verde) foi calculado tendo como valor de referéncia o frame
inicial de cada trajetdria. Cada uma das poses de ancoramento molecular foi utilizada como estrutura
inicial para as duplicatas (a e b).
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Figura S4. Distribuigdo de distancia das cadeias laterais dos residuos participantes do ionic lock
hipotético. Resultados das 10 dindmicas do receptor apo concatenadas. Reparar na formacao de dois
valores de distancia com alta probabilidade.
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Figura S5. Comparacédo da posicdo das hélices nas porgdes intracelular do receptor. (A) Cristal 4YAY
(inativo) sobreposto com sistema Angll-AT1R (pose 1 - frame 100 ns). (B) Cristal 6DO1 (ativo)
sobreposto com sistema Angll-AT1R (pose 1 - frame 100ns). As viradas na TM1 e TM2 provocam
mudanca no posicionamento das porcdes intracelulares que ndo séo observadas nos cristais. Apesar disso,
observamos mudancas na posicdo das TM5 e TM6 que se assemelham mais ao estado ativo do receptor.
Representagéo na forma de cartoon.
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Figura S6. Conjunto de compostos triados em trabalhos anteriores do nosso grupo. Os compostos C11,
C12 e C13 sdo resultado da dissertacdo de mestrado da aluna Juliana de Gallotini Magalhdes (Magalhaes,

2015).
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Figura S7. Porcentagem de ligacdo da *H-Angll dos compostos triados a 1x10-5 M da figura S6.
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Figura S8. Desvio quadratico médio da posicdo atdbmica (Root Mean Square Deviation, RMSD) da
dindmica TRV027-AT1R pose 2b tendo os dtomos da cavidade do cristal 6DO1 como referéncia.
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