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RESUMO

A pandemia causada pelo SARS-CoV-2 trouxe diversos desafios para a sociedade,
afetando social e economicamente o mundo. Apos o0s primeiros casos de COVID-19 registrados
na China, o virus se disseminou rapidamente, levando milhdes de pessoas a morte. Devido a
propagacdo acelerada do virus, a comunidade cientifica de diversos paises se voltou para o
desenvolvimento de vacinas e antivirais, 0 que ocasionou na rapida aprovacdo de varios
candidatos vacinais. Mesmo no contexto da existéncia da vacina, faz-se necessaria e
imprescindivel a busca por alternativas terapéuticas, como os antivirais, visto que a cobertura e
eficacia vacinal sugerem gue casos de COVID-19 ainda continuardo a acontecer. A principal
protease viral (MP™) é uma enzima chave para o ciclo viral e um dos alvos mais promissores
para o desenvolvimento de medicamentos. Os inibidores de MP™, nirmatrelvir e ensitrelvir,
demonstram um potencial significativo no tratamento da infecgdo viral. Apesar de suas altas
eficiéncias contra a MP™ do tipo selvagem, ainda se sabe muito pouco sobre como as mutacdes
no sitio ativo da enzima poderiam gerar resisténcias a esses antivirais. Nesse contexto,
identificamos aqui em bancos de dados genémicos quatorze mutagfes que existem no raio de
acao do nirmatrelvir e ensitrelvir, e podem afetar sua atividade. Utilizando biologia molecular
e técnicas bioquimicas, produzimos a versdo recombinante de todos esses mutantes Unicos.
Todas as proteinas foram purificadas utilizando técnicas padrdo. Realizamos caracterizacao
cinética enzimatica para todos os mutantes MP™ e comparamos com o tipo selvagem. Além
disso, testamos a poténcia dos antivirais contra cada um dos mutantes para identificar possiveis
mutantes resistentes. O nirmatrelvir manteve sua eficacia contra a maioria dos polimorfismos
avaliados, embora os mutantes Q189K e G143S apresentaram resisténcia significativa, com
aumento de K; de 16,4 e 147,7, respectivamente, quando comparados com o tipo selvagem. Em
relagdo ao ensitrelvir, observou-se uma diminuicdo das constantes de inibicdo para 0s
polimorfismos M49l, G143S e R188S, mas ndo para 0 Q189K, indicando um padréo de
resisténcia diferenciado entre os inibidores. Assim, estes resultados sdo cruciais tanto para o
acompanhamento do surgimento de variantes resistentes do SARS-CoV-2 quanto para a
elaboracdo de estratégias de tratamento mais eficazes, caso essas mutacOes evoluam para

variantes de preocupagcéo.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, COVID-19, Mpro, nirmatrelvir, ensitrelvir, mutagoes.
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1. INTRODUCAO
1.1 SARS-CoV-2 e pandemia da COVID-19

O virus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2), ocasionou uma crise
econdmica e humanitaria no mundo. Agente causador da doenga Coronavirus 2019 (COVID-
19), 0 SARS-CoV-2 se disseminou de forma rapida e sem precedentes por todo o globo. Em
marc¢o de 2020, trés meses apds o primeiro caso registrado em Wuhan, na China (ZHOU et al.,
2020), a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou o surto da doenca como pandemia.
A urgéncia ocasionada pelo crescente nimero de casos motivou pesquisadores do mundo todo

para o desenvolvimento de farmacos e vacinas contra a COVID-19 (GORDON et al., 2020).

A principal forma de transmissdo do SARS-COV-2 se da por meio da propagacao de
fluidos respiratérios de uma pessoa infectada para outra pessoa a partir de goticulas suspensas
no ar ao tossir ou espirrar. Os sintomas variam, podendo ser mais leves, moderados ou graves.
Dentre os sintomas mais comumente apresentados por adultos infectados estdo a febre, tosse
seca, congestdo nasal, perda do paladar ou olfato, dor de cabeca e dor muscular. Apesar de
criangas apresentarem em sua maioria, um quadro clinico assintomatico, alguns sintomas como
a dispneia, conjuntivite, erup¢do cuténea e dor de garganta se mostraram mais predominantes
em comparacao a adultos infectados (MIZRAHI et al., 2020; ZHOU et al., 2020).

Atualmente, existem diversas vacinas aprovadas contra 0 novo coronavirus, sendo as
principais aplicadas no Brasil as vacinas da Pfizer/BionTech, Sinovac/Coronavac e Astra-
Zeneca/Oxford. Embora as taxas de cobertura vacinal das trés primeiras doses tenham sido altas,
a exata eficacia e duracdo da imunidade vacinal ainda é desconhecida e o surgimento de
variantes dificulta o controle do virus (SINGH et al., 2023). Desde o0 inicio da pandemia em
2020, novas variantes do virus passaram a circular no mundo. Altera¢des no codigo genético do
SARS-CoV-2 ocasionado por mutacdes genéticas ou recombinacdo viral, resultaram em
variantes com maior transmissibilidade e patogenicidade. Dentre as variantes detectadas, cinco
sdo classificadas como variantes de preocupacdo, sendo elas: Alfa, primeira identificada no
Reino Unido, Beta, Gama, Delta e a mais recente Omicron (TREGONING et al., 2021).
Portanto, mesmo no contexto da existéncia da vacina, faz-se necessaria e imprescindivel a busca
por alternativas terapéuticas, como os antivirais, visto que a cobertura e eficacia vacinal sugerem

que casos de COVID-19 ainda continuardo a acontecer.
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1.2 Biologia estrutural do virus

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de sentido positivo ((+) ssRNA), envelopado,
pertencente a familia Coronaviridae e do género dos S-coronavirus, que inclui também o
SARS-CoV, com quem compartilha cerca de 80% de identidade sequencial e o Virus
Respiratorio do Oriente Médio (MERS-CoV) (ZHOU et al., 2020). O genoma viral do SARS-
CoV-2 é composto por aproximadamente 30 Kb, abrangendo cerca de um ter¢co do genoma
estdo os Open Reading Frames (ORFs) 1a e 1b que codificam duas poliproteinas virais, ppla e
pplab, quatro proteinas estruturais e a0 menos seis proteinas acessorias. As proteinas estruturais
sdo a glicoproteina spike (S), a proteina do envelope (E), a proteina da matriz (M), e a proteina
do nucleocapsideo (N), enquanto as proteinas acessorias sao ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b,
ORF8 e ORF10 (GORDON et al., 2020; HELMY et al., 2020). As poliproteinas possuem 16
proteinas ndo estruturais (NSP), essenciais para a replicacdo viral, clivadas pela acdo de duas
proteases virais Papain-like-protease (PLP™) e Main protease (MP®), durante a replicacao
liberando proteinas ndo estruturais maduras formadoras do complexo de replicagdo viral (JIN
et al., 2020b; WU et al., 2020).

A . "’ )LYJ( ,7’— Spike (S)

Nucleocapsideo (N)

Genoma viral RNA
B S5UTR 3'UTR

s000 [ 10.00d 15.000] 20.000] 25.000]

[ ORF1ab ] [ SPIKE [ orF3a [E[ M [[ORF?aHORFBl N ]
- ; ORF6 orF10]
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Figura 1 — A) Representacéo das proteinas estruturais do SARS-CoV-2. B) Esquema do genoma viral do SARS-
CoV-2 e da poliproteina viral pplab, com setas indicando os sitios de clivagem de cada uma das proteases virais.
Indicado por triangulos, estdo representados os sitios de clivagem de cada uma das proteases virais. Em laranja,
estdo representados os sitios de clivagem da enzima PLP™ e em roxo, os sitios da enzima MP™,

Fonte: Elaborada pelo autor. Criada com BioRender.com
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1.3 Main protease (MP)

A protease principal, ou main protease (MP™), também denominada protease semelhante
a 3-quimotripsina (3CLP™), é a principal protease responsavel pela clivagem em onze locais
conservados nas poliproteinas virais, incluindo seus préprios N e C terminais (HU et al., 2022;
LEE etal., 2020b). A protease 3CLP™ corresponde & NSP5 e pertence a uma classe de hidrolases
de cisteina dimérica, 0s sitios ativos dessa protease sdo compostos por quatro sitios S1°, S1, S2
e S4 que sdo altamente conservadas em f-coronavirus (HU et al., 2022). A MP™ possui estrutura
dimérica, composta por trés dominios, e apresenta uma diade catalitica cisteina-histidina,
localizada na fenda entre os dominios I e 11, onde enxofre da cisteina (Cys!*) atua como um
nucledfilo e o anel imidazdlico da histidina (His*') como uma base geral (LEE et al., 2020b;
RYU et al., 2010). O sitio de ligacdo ao substrato possui caracteristicas Unicas, podendo
reconhecer e clivar exclusivamente o residuo glutamina na posi¢do P1, além disso, a posicao
P2 tem preferéncia por residuos hidrofébicos e pequenos aminoacidos como, serina, alanina ou
glicina, na posicdo P1’(P2:Leu/Met/Phe/Val)-P1:Gln|-(P1":Ser/Ala/Gly/Asn) (LEE et al.,
2020b). Devido as caracteristicas de alta especificidade da enzima, do seu papel fundamental
na replicacdo e maturacdo viral e a auséncia de proteases homdélogas em humanos, a 3CLP™ é

um potencial alvo para o desenvolvimento de antivirais eficazes e especificos.

Dominio II

A ' B Ala®*
Protémero A Protémero B

?ysl-&S

s

Dominio I

S1

S4

: f Cusis
Figura 2 — A) Estrutura 3D da Main-protease ou MP® do SARS-CoV-2 (PDB: 6Y2E, DAI et al., 2020). B)
Representacdo dos trés dominios da protease. Os residuos His41l e Cys145, que compdem a diade catalitica se
encontam representados em verde e amarelo, respectivamente.
Fonte: Adaptada de HU et al. (2022); MENGIST; DILNESSA; JIN (2021).

1.4 Agentes Antivirais

Os antivirais representam uma classe de farmacos empregada no tratamento de
infeccOes causadas por virus. Além de proteger as pessoas contra doengas, também atuam
preventivamente, e auxiliam no controle da disseminagéo do virus. O mecanismo de a¢do desses
farmacos visa impedir a multiplicacdo do virus nas células do hospedeiro utilizando inibidores

que afetam a entrada do virus, suas ligagdes, as polimerases, as proteases e diversos outros
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alvos. Apesar de ndo abranger todas as doencas virais, existem alguns antivirais contra
herpesvirus, virus da hepatite B e C, HIV e virus da influenza A e B (KAUSAR et al., 2021).

Em 2021 a OMS aprovou o uso do antiviral oral especifico contra a COVID-19 o
Paxlovid®, da farmacéutica Pfizer. Além dele foram identificados outros antivirais como
boceprevir, carmofur, MAT-POS-e194df51-1 e o inibidor ndo covalente de MP™, ensitrelvir (S-
217622) (AKINOSOGLOU; SCHINAS; GOGOS, 2022; JIN et al., 2020a; TYNDALL, 2022).
O Paxlovid® funciona como um inibidor covalente, fazendo uma ligacio direta com o residuo
de cisteina catalitica da enzima. Ele € uma combinag&o das substancias ativas nirmatrelvir (PF-
07321332) inibidor da MP™ e ritonavir, forte inibidor do citocromo P50-3A4 (CYP3A4). O
ritonavir € amplamente empregado para prolongar o efeito terapéutico de outros inibidores de
proteases, uma vez que diminui a acdo oxidativa do citocromo. O ritonavir tem a capacidade de
inibir o citocromo P450 3A4, uma enzima do sistema de metabolismo hepético que desempenha
um papel fundamental na metabolizagdo de muitos medicamentos e substancias quimicas no
organismo. Sua acdo inibitoria resulta em um aumento das concentracdes sanguineas dos
medicamentos associados a ele, tornando-os mais eficazes (AKINOSOGLOU; SCHINAS;
GOGOS, 2022). O nirmatrelvir é um inibidor peptideomimético covalente que utiliza uma
ogiva de nitrila para se se liga ao sitio ativo de MP"™ formando uma ligacéo covalente reversivel
com o residuo catalitico de cisteina, Cys!* (TYNDALL, 2022; ULLRICH et al., 2022). Além
disso, a eficacia in vitro do nirmatrelvir contra as variantes Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Delta
(B1.617.2), Gama (P.1), Lambda (B.1.1.1.37/C37) e Omicron (B.1.1.529) ja foi demonstrado
(GREASLEY etal., 2022).

De igual modo, o composto S-217622, da farmacéutica japonesa Shionogi, foi
identificado através de uma combinacdo de triagem virtual e testes biologicos realizados em
uma colec&o interna de compostos. Posteriormente, 0 composto inicial passou por um processo
de aprimoramento utilizando técnicas de design de farmacos guiadas por estrutura. Nesta fase
de otimizac&o, ajustes foram feitos para aprimorar sua eficacia como inibidor enzimético. Essas
modificacOes levaram a criacdo do S-217622, que evoluiu para ser um candidato a farmaco
clinico. O ensitrelvir apresentou atividade antiviral in vitro contra as atuais variantes do SARS-
CoV-2 e propriedades farmacocinéticas em testes in vivo, o que indica a possibilidade de doses
terapéuticas que possam ser alcangadas sem a necessidade de inibidores de citocromo, sendo
um promissor inibidor ndo peptidico e ndo covalente da MP™ (TYNDALL, 2022; UNOH et al.,
2022).
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O mecanismo de reconhecimento da enzima MP™ envolve a interacdo especifica com
sequéncias de aminoacidos presentes nas poliproteinas virais. A MP reconhece e cliva essas
poliproteinas em residuos especificos, geralmente apds a sequéncia consenso Leu-Gln|(Ser,
Ala, Gly), liberando proteinas funcionais que séo essenciais para a montagem do virus. Devido
a isso, a estrutura tridimensional da enzima é crucial para o seu mecanismo de reconhecimento
(MENGIST; DILNESSA; JIN, 2021). Alteracbes nos residuos da MP™® podem afetar sua
capacidade de reconhecer e clivar poliproteinas virais de maneira eficiente. 1sso pode levar a
mudancas na taxa de replicacéo viral ou na producéo de proteinas essenciais para o virus. Em
alguns casos, as mutac@es nos residuos da MP™ podem conferir resisténcia a antivirais, ou seja,
se a mutacdo ocorrer em uma regido crucial para a ligacdo de um inibidor, a eficacia desse
inibidor no blogueio da atividade da enzima pode ser reduzida. Portanto, estudos in vitro dos
efeitos de mutacdes pontuais na atividade dos farmacos séo de vital importancia para prevenir

a selecdo de mutantes resistentes aos farmacos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

O objetivo desse projeto e utilizar analises genomicas de bancos de dados para identificar
polimorfismos naturais da enzima MP™ que estejam no raio de ac¢do dos farmacos ensitrelvir e
nirmatrelvir. Em seguida, utilizando técnicas de bioquimica e biologia molecular, iremos clonar
e produzir essas enzimas polimorficas com objetivo de realizar estudos de caracterizacao
enzimatica e perfil de resisténcia contra os farmacos. Com isso buscamos compreender como
cada um dos mutantes afeta a atividade enzimética e a eficacia desses farmacos, possibilitando

antever mutacfes que possam conceder resisténcia as moléculas em questao.

2.2 Objetivos especificos

o Identificacdo de polimormofismos no sitio ativo da enzima com base nas informagdes
estruturais e bancos de sequéncias génicas.

e Expressao recombinante e purificacdo da enzima MP™ do virus SARS-CoV-2 em diferentes
construcdes.Determinacdo dos pardmetros cinéticos e constantes inibitdrias dos compostos

nirmatrelvir e ensitrelvir.
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3. METODOLOGIA

3.1 Identificacdo de polimorfismos da MP™

Para a selecdo das versbes polimorificas da MP™, foram utilizados dados de
sequenciamento disponiveis no banco de dados Sistema Global de Vigilancia e Resposta a
Influenza (GISAID) hCoV-19/SARS-CoV-2 (KHARE et al., 2021) em CoV-GLUE (http://cov-

glue.cvr.gla.ac.uk) . Em seguida, foram selecionados 16 mutantes que estavam dentro de um

raio de 8,0 A dos compostos de interesse, com frequéncia maior ou igual a 10 individuos. Estes

dados correspondiam ao més de dezembro de 2021 e diziam respeito a MP™.

3.2 Clonagem, expresséao e purificacédo de proteinas

A clonagem e a expresséo foram realizadas conforme descrito em Noske et al, 2021. O
modelo de cDNA do SARS-CoV-2 (GenBank MT126808.1), foi concedido pelo Dr. Edison
Durigon da Universidade de S&o Paulo. O material genético foi sintetizado usando o SCRIPT
One-Step RT-Kit de PCR (Cellco Biotec) com primers hexameros aleatérios. A regido
codificadora da MP™, residuos 3264-3569, foram inseridos no vetor pET_M11, que codifica
uma N-terminal 6xHis-tag seguido de um sitio TEV protease de clivagem de protease,
utilizando a método de clonagem molecular independente de ligagdo (LIC), conforme descrito
em Aslanidis; de Jong, 1990. Para todas as reagdes PCRs realizadas foi utilizada a polimerase
FastPol High Fidelity (Cellco Biotec) e primers listados na Tabela 1. O produto da amplificacao
passou por digestdo enzimatica com a enzima Dpnl (NEB), seguido por tratamento com T4
Polinucleotideo quinase (Thermo Fisher Scientific) e T4 DNA ligase (Cellco Biotec). As

mutacgdes foram confirmadas por sequenciamento.
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Tabela 1 - Primers usados na PCR inversa para cada polimorfismo da MP™. Fonte: Elaborada pelo autor.

Polimorfismo Primer Forward Primer Reverse
M49I CCTCTGAAGACATTCTTAACCC TGCAGATCACATGTCTTGG
M49T CTCTGAAGACACGCTTAACCC GTGCAGATCACATGTCTTGGA
N142S CATTCCTTAGTGGTTCATGTGG AACCCTTAATAGTGAAATTGGGC
N142D CATTCCTTGATGGTTCATGTG AACCCTTAATAGTGAAATTGGGC
N142L CATTCCTTCTTGGTTCATGTG AACCCTTAATAGTGAAATTGGGC
G143S CATTCCTTAATAGTTCATGTGGTAGTG AACCCTTAATAGTGAAATTGGGC
M1651 CATGCACCATATTGAATTACCAAC TAACAAAAAGAGACACAGTCATAATCTATGTT
R188K GTTGACAAGCAAACAGCAC AAAAGGTCCATAAAAGTTACCTTC
R188S GTTGACAGCCAAACAGC AAAAGGTCCATAAAAGTTACCTT
Q189K GACAGGAAAACAGCACAAG AACAAAAGGTCCATAAAAGTTAC
T190I GGCAAATTGCACAAGC TGTCAACAAAAGGTCCATAAA
AL91T GCAAACAACACAAGCAGCTG CTGTCAACAAAAGGTCCATAAAAGTTAC
A191V GGCAAACAGTACAAGCAGCTG TGTCAACAAAAGGTCCATAAAAGTTAC
A193S GCACAATCAGCTGGTACG TGTTTGCCTGTCAACAAAA
A193T GCACAAACAGCTGGTACG TGTTTGCCTGTCAACAAAAG
A193V CAGCACAAGTAGCTGGTACGG TTTGCCTGTCAACAAAAGGTC

Para a expressao das proteinas, foram utilizadas células BL21 (DE3) de E. coli que
continham os plasmideos recombinantes. As células foram cultivadas em meio ZYM 5052 (F.
WILLIAM, 2005) & 37 °C e 200 rpm. O cultivo foi conduzido até que a densidade déptica a 600
nm (Asoo) atingisse o valor de 0,6, momento em que a expressao da proteina foi induzida pela
diminuicdo da temperatura para 18°C. As células foram cultivadas por mais 16 horas. Em
seguida, foram colhidas por centrifugacdo a 5.000 g, a 4°C por 40 min e ressuspendidas em
tampdo de lise (20 mM Tris pH 7,8, 150 mM NaCl, 1 mM DTT) com adicdo de 1pg/mL
lisozima e 10 U/mL benzonase. Posteriormente, as células foram submetidas a sonica¢do. O
lisado foi clarificado por centrifugagdo a 15.000 g, a 4 °C por 30 min. A proteina foi obtida por
precipitacdo com 1,5 M de sulfato de amonio. O precipitado foi incubado no gelo por 10

minutos e, em seguida, isolado por centrifugagéo a 15.000 g, a 4 °C, por 15 minutos.

A proteina de interesse foi ressuspensa em tampao de lise e injetada em uma coluna
Superdex 200 26/100 (GE Healthcare) previamente equilibrada com tampéo de gel filtracdo (20
mM Tris pH 7,8, 50 mM NaCl, 1 mM DTT). Apds cromatografia de exclusdo de tamanho
(SEC), a proteina teve o tampéo substituido por um tampao composto por 20 mM Tris pH 8,0,
1 mM DTT, sendo entdo purificada por meio de cromatografia de troca iénica utilizando uma
coluna Mono-Q (GE Healthcare). A eluicdo da proteina foi realizada com um gradiente linear

com o tamp&o contendo 20 mM Tris pH 8,0, 1 M NaCle 1 mM DTT. As fragfes que continham
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a proteina purificada foram coletadas e quantificadas usando as absorbancias medidas a 280 nm
e o coeficiente de extingéo tedrico de 32.890 M~ cm™'. A pureza da proteina foi avaliada por
SDS-PAGE. Para ensaios enzimaticos, foram feitas aliquotas da proteina a 0,5 mg/ml e
congelada rapidamente usando nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas a -80 °C até
0 uso. Os mesmos protocolos de expresséo e purificagdo foram usados para obtencdo dos

mutantes MP.

3.3 Ensaios de atividade e inibicéo

O composto ensitrelvir foi adquirido da empresa TCG lifesciences, enquanto o
composto nirmatrelvir foi gentilmente fornecido pelo Prof. Carlos Alberto Montanari (IQSC-
USP). Os ensaios enzimaticos foram realizados baseando-se no mecanismo de Transferéncia
de energia de ressondncia de fluorescéncia (FRET), utilizando o substrato fluorogénico
DABCYL-KTSAVLQ|SGFRKM-E(EDANS)-NH2. Os mutantes MP™ foram diluidos para a
concentracdo final de 40 nM em tampédo 20 mM Tris pH 7,3, 1 mM EDTA, 1 mM DTT. Para
avaliacdo dos parametros cinéticos (Km, Vmax € Kcat), 0 substrato foi diluido para a faixa de
concentracdo 200 uM a 0,1uM. As reacgdes foram previamente incubadas a 37 °C por 10 min e
iniciadas apds adicdo de substrato nas diferentes concentracdes. As fluorescéncias foram
medidas no SpectraMax Gemini EM Microplate Reader com excitacdo (lexc) de 360 nm e
emissao (emi) de 460 nm. Essas medidas foram realizadas a cada 60 segundos ao longo de 1
horaa 37 °C. As reacdes foram feitas em placas Corning® brancas de 384 pocos. A velocidade
inicial foi derivada da inclinacéo da fase linear de cada reacéo ao longo do tempo, e o ajuste de
Michaelis—Menten foi obtido usando o software Origin Pro 9.5.1 (OriginLab).
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Figura 2 - llustragdo do principio por tras do ensaio de protease MP™ baseado em FRET. A fluorescéncia emitida
pelo fluor6foro doador EDANS é absorvida devido a proximidade do aceptor DABCYL no peptideo intacto. Apés
protedlise pela protease 3CL entre glutamina e serina, o fragmento peptidico altamente fluorescente SGFRKME-
EDANS ¢ gerado que pode ser verificado nos comprimentos de onda de Aexc/Aemi de 360/460 nm, respectivamente.
A intensidade da  fluorescéncia aumenta  proporcionalmente a  atividade da  protease.
Fonte: Elaborada pelo autor. Criada com BioRender.com

A eficiéncia relativa dos mutantes da MP™ foi calculada comparando 0 Kcat/Km relativo
ao da protease selvagem. Para determinar o ICso dos inibidores nirmatrelvir e ensitrelvir, as
reacOes foram previamente incubadas a 37 °C por 10 min contendo de 10 uM a 0,0006 nM dos
inibidores e foram iniciadas ap6s adicdo de 10 uM do substrato. A porcentagem de inibicao foi
calculada comparando os resultados com um controle usando DMSO. Todos os ensaios foram
realizados em triplicatas independentes, e os valores apresentados foram determinados a partir
de valores médios. Os erros associados a esses valores foram determinados usando o desvio
padréo das triplicatas. Os valores de K, que indicam a afinidade do inibidor pela enzima, foram
calculados usando a seguinte férmula: Ki = (ICso) / ((S/Km + 1)), onde S é a concentracdo do
substrato (CER et al., 2009). Nesse estudo, o nirmatrelvir foi considerado um inibidor né&o

competitivo, enquanto o ensitrelvir foi considerado um inibidor competitivo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ldentificagdo dos polimorfismos da enzima MP™

Com o intuito de estudar principalmente como substituicbes proximas ao sitio ativo
impactam nas interacdes dos compostos com a enzima, visamos identificar polimorfismos
através da utilizacdo das informacGes estruturais disponiveis para estabelecer um parametro
para a selecdo dos mutantes. Assim, foram selecionados aqueles que se encontravam em um

raio menor ou igual a 8.0 A de cada inibidor.
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Figura 3 — A) Modelo MP™ mostrando variantes identificadas no banco de dados gendmico, utilizando um limite
de n > 10. As variantes identificadas estdo representadas como esferas ciano, as esferas vermelhas representam as
variantes localizadas dentro de um raio de ligacdo de 8 A e as esferas laranjas indicam variantes de maior
preocupacao. O sitio ativo da MP™ é destacado pela coloracéo verde. B) Representacdo da distancia e interagfes
mais préximas das mutacOes selecionadas com o composto nirmatrelvir. C) Representacdo da distancia e
interagbes  mais  proximas das  mutacbes  selecionadas com o  composto  ensitrelvir.
Fonte: Adaptado de Noske et al, 2023.

Foram analisados dados de sequenciamentos relativos a MP™ disponiveis no banco de
dados GISAID hCoV-19/SARS-CoV-2 em CoV-GLUE (Dezembro de 2021). Dentre as 7
milhdes de sequéncias disponiveis, foram identificados 16 polimorfismos da enzima com mais

de 10 individuos, conforme descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 — Polimorfismos identificados referentes a MP™. Fonte: Elaborada pelo autor.

Polimorfismo Original Substituicdo  N° de sequéncias identificadas
M49I M | 116
M49T M T 14
N142S N S 35

N142D N D 11
N142L N L 10
G143S G S 14
M165I M | 14
M165I M | 14
P168S P S 73
V186F \Y% F 161
V1861 \Y | 24
R188K R K 38
R188S R S 29
Q189K Q K 60
T190I T | 295
A191S A S 11
A191T A T 35
A191V A V 1899
A193S A S 41
A193T A T 182
A193V A V 851

4.2 Mutagéneses, expressao e purificacdo das enzimas

Visando compreender melhor o impacto das mutagdes presentes na protease, aplicamos
0 método de mutagénese sitio dirigida para obtencdo dos 16 polimorfismos da enzima. Para
cada um deles trés col6nias foram selecionadas e a presenca das mutaces foram confirmadas
por sequenciamento. Ap6s a confirmacdo da presenca das mutacfes, ambas as enzimas,
selvagem e 15 dos mutantes foram expressos e purificados, e os resultados da purificagdo foram
analisados por SDS-PAGE. Como exemplificado na Figura 5B, ambas as enzimas foram
obtidas na etapa final de purificacdo com elevada pureza e foram utilizadas nos ensaios
subsequentes de caracterizagcdo. O mutante N142L ndo gerou nenhuma proteina soltvel e,

portanto, ndo foi mais caracterizado.
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Figura 4 — Cromatogramas correspondentes a purificacdo da MP™ selvagem. A) Etapa de cromatografia por
exclusdo molecular com uma coluna Superdex 200 26/100 (GE Healthcare), o pico referente a eluicdo da proteina
esta indicado pela cor azul. B) Etapa de cromatografia de troca idnica usando uma coluna Mono-Q 5/50 GL (GE
Healthcare), a eluicdo da proteina é indicada pela cor laranja.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura5 — SDS-PAGE das etapas de purificacdo. A) Etapas do processo de purificagdo. B) Cromatografia de
troca ibnica.
Fonte: Autoral.

4.3 Cinética enzimatica

Todos os mutantes testados foram eficazes em reconhecer e clivar o substrato
fluorogénico (Figura 7). Desta forma, utilizando este ensaio foi possivel estimar os valores
referentes a constante cinética (kcat) € a constante de Michaelis-Menten (Km) para todos o0s
mutantes. Os valores de eficiéncia catalitica (kca/Km) obtidos em comparagéo enzima selvagem
estdo descritos na Tabela 3, junto aos demais parametros cinéticos determinados. Para o tipo

selvagem da enzima o K, & kear apresentaram valores de 22 + 2 uM e 31 + 1 s~! respectivamente,
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similares aos valores 16,4 pM e 28 s™!, ja publicados para 0 mesmo substrato fluorogénico

(NOSKE et al., 2021). Enquanto os mutantes apresentaram valores de Kn variando de 6,4 a 25,4

uM e eficiéncias cataliticas entre 3 e 205% em comparacgdo a enzima selvagem.
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Figura 7 — Gréficos de cinética enzimatica. A) Gréaficos de Michaelis-Menten referentes a enzima selvagem e
mutantes M49T, M49l, N142S, N142D, G143S, M1651, R188S e R188K. B) Graficos de Michaelis-Menten
referentes a enzima selvagem e mutantes Q189K, T190l, A191T, A191V, A193V, A193S e A193T. As barras de
erros apresentadas correspondem ao desvio padrdo das triplicatas.

Fonte: Adaptado de Noske et al, 2023.

Tabela 3 — Parametros cinéticos dos mutantes e MP™ selvagem. Fonte: Elaborada pelo autor.

Polimorfismo Km (UM)

keat (RFU/UML.S)

Eficiéncia relativa

M49I 61
M49T 7T+2
N142S 15+3
N142D 9+1
G143S 25+11
M165I 7,7+0,7
R188K 8,2%0,9
R188S 22+4
Q189K 9+1
T190I 10+2
A191T 11+1
A191V 18+3
A193S 14+2
A193T 14+2
A193V 13+2
Enzima selvagem 22+2

16,0+0,6
19+1
25+1
272
1,0+0,1
196+05
23+1
28+%2
45+0,2
23+1
25+1
29+2
215+0,8
221+09
7,5+0,3
30,8+0,8

1,8+0,2
1,8+0,2
1,2+0,2
2001
0,030 + 0,001
1,8+0,1
2,00+0,08
09+0.3
0,30 +0,09
1,7+0,02
1,7+0,02
1,3+0,3
1,1+0,2
1,0+0,2
04+01
1,0+0,2

Os dados apresentados sao em média + desvio-padrdo (SD, standard deviation).

A eficiéncia relativa dos mutantes M491, M49T, N142D, M1651, R188K, T190I e

A191T se mostrou até duas vezes maior do que da enzima selvagem, destacando os mutantes

N142D e R188K com as maiores eficiéncias relativas apresentadas. Os mutantes G143S,

Q189K e A193V mostraram eficiéncias relativas diminuidas, com uma reducdo de 33, 3 e 2
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vezes, respectivamente, em comparagdo com a enzima selvagem. Enquanto as eficiéncias
relativas dos mutantes N142S, R188S, A191V, A193S e A193T se mostraram similares a

enzima selvagem (Figura 8A).
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Figura 6 — A) Grafico referente as eficiéncias cataliticas relativas dos mutantes e enzima selvagem frente ao
substrato fluorogénico. Os dados apresentados sdo em média + desvio-padrao, (SD, standard deviation), n= 3. B)
Gréfico de constante de inibigéo para o nirmatrelvir e ensitrelvir contra o painel de mutantes e enzima selvagem.
Para uma melhor visualizagdo, os valores de inibicdo do mutante G143S ndo foram representados. Os dados
apresentados sdo em media + desvio-padrdo (SD, standard deviation).

Fonte: Adaptado de Noske et al, 2023.

4.4 Inibicdo enzimatica

A avaliacdo da inibicdo enzimatica pelos compostos nirmatrelvir e ensitrelvir mostrou
gue ambos podem ser considerados potentes inibidores na faixa de nanomolar da enzima
selvagem e de seus mutantes (Figura 8).

O nirmatrelvir conseguiu inibir a enzima selvagem apresentando 1Cso de 0,022 + 0,004
uM e K de 0,006 £ 0,0005 uM (Tabela 4), em concordancia com valores publicados de 0,003
UM para o K; (OWEN et al., 2021a) e 0,0192 uM para 0 ICso (LAMB, 2022). Com excecao do
mutante G143S, que apresentou o maior valor de K; dentre os mutantes avaliados (0,96 + 0,23
uM), o nirmatrelvir conseguiu inibir os demais mutantes apresentando valores de K; de 0,005 a
0,106 uM (Figura 8B). Ao comparar com a enzima selvagem, os mutantes M491, M49T,
N142S, M1651, R188K, T190I, A191T e A193V apresentaram uma maior afinidade pelo
composto com valores de K; variando de 0,005 a 0,013uM (Tabela 4). Os mutantes N142D,
R188S, A191V, A193S e A193T apresentaram aumento de duas a trés vezes nos valores de K;
em relacdo a enzima selvagem (Figura 8B). Enquanto os mutantes Q189K e G143S exibiram
as maiores constantes inibitorias. Mais especificamente, houve um aumento de 16 vezes para a
mutacdo Q189K e um aumento de 147 vezes para a mutacdo G143S em comparacao a enzima

selvagem (Tabela 4).
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Figura 7 — Gréficos da curvas dose-resposta. A) Gréficos dose-reposta de nirmatrelvir contra enzima selvagem e
mutantes M49T, M49l, N142S, N142D, G143S, M165l, R188S e R188K. B) Gréaficos dose-reposta de
nirmatrelvir contra a enzima selvagem e mutantes Q189K, T1901, A191T, A191V, A193V, A193S e A193T. C)
Gréaficos dose-reposta de ensitrelvir contra enzima selvagem e mutantes M49T, M491, N142S, N142D, G143S,
M1651, R188S e R188K. D) Gréaficos dose-reposta de ensitrelvir contra a enzima selvagem e mutantes Q189K
T1901, A191T, Al191V, A193V, A193S e A193T.
Fonte: Adaptado de Noske et al, 2023.

O ensitrelvir também conseguiu inibir a enzima selvagem com valores de 1Cso de 0,013
+ 0,001 uM e K; de 0,009 + 0,0007 uM (Tabela 4), em concordéancia com valores relatados
anteriormente de 0,013 uM para o ICso (UNOH et al., 2022). Os mutantes M165I, R188K e
Q189K obtiveram uma maior afinidade ao ensitrelvir, com constantes inibitérias variando de
0,008 a 0,017 uM, em relagdo a enzima selvagem (Figura 8B). Enquanto, os mutantes N142D
e T190I apresentaram valores de K; de 0,023 + 0,002 e 0,021 £ 0,002 respectivamente, 0 que
representou um aumento de quase trés vezes comparado ao Ki da enzima selvagem. As
constantes inibitorias dos mutantes M49T, N142S, A191T e A191V apresentaram valores de Ki;
com aumento de trés a cinco vezes comparados ao K; da enzima selvagem (Figura 8B). Os
mutantes M491, G143S e R188S apresentaram as maiores constantes inibitorias para o

ensitrelvir, exibindo aumento de 6, 15 e 5,7 vezes nos valores relativos de K, respectivamente
(Tabela 4).



25

Tabela 4 — Parametros inibicdo de nirmatrelvir e ensitrelvir frente aos mutantes e MP™ selvagem.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Polimorfismo Nirmatrelvir Ensitrelvir
1Cs0 (NM) Ki (nM) I1Cs0 (NM) Ki (nM)
M49I 17,1+£0,5 10,4 +£0,87 139+8 542+7,8
M49T 16,9+0,5 9,6 £1,15 73+0,3 31,6+3,6
N142S 29+1 115+1,57 67 2 40,4 £ 3,3
N142D 32+1 16,45+ 1,90 48+0,2 232+19
G143S 3380 + 128 960,2 + 237 197+0,5 141,3 £ 17
M165I 19+1 11,1+£0,99 32104 139+0,9
R188K 171 9+1,22 38+3 172+£2,1
R188S 61+3 18,95 + 3,11 74+1 51,3+£3,5
Q189K 203+ 16 106,7 £ 14,9 38+9 83+24
T190I 25+1 13,2+1,38 44 +2 216+£27
A191T 27+1 13,2+1,43 67£2 34,6 £3,2
A191V 46+£2 16,9 + 2,45 48+0,1 30,7+£2,1
A193S 271 15,8 +2,15 N.D. N.D.
A193T 321 18,2 +2,75 N.D. N.D.
A193V 11+£2 48+13 N.D. N.D.
Enzima selvagem 219+04 6,5+ 0,46 13+1 8,9+0,71

Valores de 1Cso em comparagdo com a enzima selvagem.
Os dados apresentados sdo em media + desvio-padrdo (SD, standard deviation).
Abreviatura: N.D., ndo determinado.

Com base nos critérios previamente mencionados na selecdo dos mutantes, foram
encontrados 15 polimorfismos no sitio ativo da enzima para o nirmatrelvir e 13 para o
ensitrelvir. A MP™ age por meio da interagdo especifica ao reconhecer e clivar determinadas
sequéncias de aminoacidos nas poliproteinas virais, esse mecanismo de acdo libera proteinas
virais essenciais para a montagem do virus. Devido a isso, alteraces nos residuos da enzima
podem impactar sua habilidade de processar poliproteinas, afetando a replicacdo viral e a
producdo de proteinas cruciais para o virus. Ademais, mutacdes em pontos chaves podem levar
a resisténcia a antivirais, especialmente se afetarem a regido que interage com inibidores,
comprometendo a eficacia destes na inibicdo da enzima. Dos polimorfismos aqui testados,
apenas os mutantes G143S, Q189K e A193V apresentaram uma reducdo significativa na
eficiéncia enzimatica quando confrontadas com o substrato fluorogénico.

O nirmatrelvir € um inibidor reversivel MP" do SARS-CoV-2, desenvolvido pela Pfizer
e projetado para concorrer com o substrato nos subsitios P1 e P2 da enzima (OWEN et al.,
2021b). As mutacgdes que afetam os residuos do subsitio P2 que interage diretamente com o
sitio ativo da enzima, M49 e M165, tiveram um efeito menor na atividade do nirmatrelvir, com
aumento de 1,8 vezes na eficiéncia catalitica em relagdo a enzima selvagem. Um estudo
conduzido por HU et al., 2023 revelou que as muta¢bes M49, T135, N142, H164, M165 e Q189
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sdo capazes de tolerar vérias mutacdes sem causar um impacto significativo na atividade
enzimatica e na capacidade de inibi¢cdo por drogas. Além disso 0 mesmo estudo demonstrou
que a alteracdo no residuo M165 de uma isoleucina, um aminoacido polar, para treonina, apolar,
apresentou uma resisténcia significativa contra o nirmatrlevir, com aumento de quase 30 vezes
o0 valor do Ki (HU et al., 2023). Contudo, nosso estudo mostrou que a depender da mutacgéo
nesses residuos alteragdes significativas sobre a enzima podem ocorrer, principalmente com a
mutacdo Q189K, com uma reducdo na eficiéncia enzimatica e aumento de até 16 vezes na
constante de inibicdo indicando uma menor afinidade entre a enzima e o nirmatrelvir. Além
disso, pelos nossos resultados observamos que mutagcbes menos conservadas em um
determinado aminoé&cido tendem a exercer um impacto mais significativo nas constantes de
inibicdo dos compostos. Isso é ilustrado pela comparacdo entre R188K e R188S, onde o
aumento do K; foi de 1,4 e 2,9 vezes, respectivamente. Em outro estudo que também considerou
os impactos dos polimorfismos na MP™, a substituicdo Q189K reduziu em até 65 vezes a
atividade enzimatica (LAMB, 2022).

O mutante R188K foi identificado como uma mutacdo ndo preocupante frente ao
nirmatrlevir, exibindo uma das maiores eficiéncias relativas e uma constante de inibicdo menor.
Isso sugere uma maior afinidade, o que significa que o nirmaltrelvir apresenta uma eficacia
superior diante dessa mutagdo. Por outro lado, a mutacdo G143S revelou um potencial de
resisténcia ao nirmatrelvir, exibindo uma eficiéncia relativa menor e uma constante de inibicéo
mais elevada. Isso evidencia que mutagdes nesse residuo tém um impacto significativo na
afinidade do nirmatrelvir com a enzima, exigindo uma quantidade maior do inibidor para
competir com o substrato pelo sitio ativo.

O ensitrelvir é um inibidor ndo covalente e ndo peptidico da MP® do SARS-CoV-2,
desenvolvido pela farmacéutica Shionogi, que demonstrou poténcia promissora contra a enzima
e uma alta seletividade para proteases de coronavirus (UNOH et al., 2022). Em nosso estudo,
foram avaliados os efeitos de mutagdes Unicas proximas ao sitio ativo da MP™ sobre a atividade
inibitdria do ensitrelvir. Os resultados indicaram que a maioria dos polimorfismos testados néo
afetou significativamente a eficacia inibitdria do ensitrelvir. No entanto, os mutantes M49lI,
G143S e R188S foram associados a constantes de inibi¢cdo diminuidas, sugerindo que esses
residuos mutantes sdo mais criticos para a atividade inibitoria do ensitrelvir.

Diferentemente do nirmatrelvir, o ensitrelvir € aparentemente mais vulneravel a
mutagdes que impactam o subsitio P2, como as mutacdes M491 e M49T. E possivel que, devido
a maior hidrofobicidade da isoleucina na cadeia lateral no complexo M491 com ensitrelvir, 0

inibidor seja deslocado para a cavidade P2, afetando assim sua capacidade inibitoria. No estudo
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de MOGHADASI et al, realizado em 2023, a mutacdo M491 foi examinada, assim como as
mutacdes S144A e L167F, sendo todas consideradas criticas para a eficicia do ensitrelvir. Além
disso, este estudo salienta a mutagdo E166V, que induz uma resisténcia consideravelmente alta
ao nirmatrelvir e resisténcia de nivel intermediario ao ensitrelvir.

Outra distincdo notavel nos padrdes de resisténcia entre o ensitrelvir e o nirmatrelvir é
a aparente capacidade do ensitrelvir de manter quase integralmente sua eficacia contra a
variante mutante Q189K. O fato de o ensitrelvir reter quase a totalidade da sua eficacia contra
0 mutante Q189K, em contraste com o nirmatrelvir, é relevante clinicamente. Isso significa que
o ensitrelvir pode ser uma opgdo mais eficaz de tratamento para variantes do virus que
apresentam essa mutacgdo especifica, enquanto o nirmatrelvir pode ter sua eficacia reduzida.

Os resultados indicam que o ensitrelvir pode ser efetivo em certas situagdes onde ha
resisténcia ao nirmatrelvir, e o inverso também pode ser verdadeiro. Isso se deve por
apresentarem perfis de resisténcia variados contra um conjunto de variantes mutantes, o que
pode ser atribuido as suas diferentes formas de ligacdo a MP™. Em outras palavras, uma mutacao
que torna um virus resistente a um dos compostos pode ndo comprometer a eficacia do outro.
Ademais, um estudo dos complexos formados entre os inibidores e as variantes mutantes pode
revelar detalhes valiosos sobre apectos estruturais que promovem resisténcia. Este
entendimento é fundamental para o desenvolvimento de novas gera¢des de inibidores da MP™

e para assegurar a continuidade da eficacia dos tratamentos atuais contra 0 SARS-CoV-2.
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5. CONCLUSAO

A anélise dos inibidores nirmatrelvir e ensitrelvir revelou eficacia na inibicdo da
principal protease (MP) do SARS-CoV-2, embora tenham sido identificados alguns
polimorfismos associados a uma reducdo na capacidade de inibicdo desses medicamentos,
como 0s mutantes G143S, Q189K, A193V para o nirmatrelvir e M491, G143S, R188S para 0
ensitrelvir. Por outro lado, certos mutantes, como M165I1, R188K e Q189K para o ensitrelvir,
mostraram maior suscetibilidade a esse medicamento. Esses achados sao essenciais ndo apenas
para monitorar o surgimento de cepas resistentes do SARS-CoV-2, mas também para
compreender a resisténcia aos inibidores, oferecendo pistas valiosas para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas mais eficazes contra 0 SARS-CoV-2. Esse trabalho foi recentemente
publicado na Journal of Biological Chemistry, onde além dos dados enzimaticos e funcionais
aqui apresentados nds discutimos 0s mecanismos estruturais com base na estrutura
cristalografica de nove desses polimorfismos em complexo com os farmacos de interesse
(NOSKE et al., 2023), todas obtidas na nova linha de luz do SIRIUS (Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais, Campinas).
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