UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE

| SANTANA
| PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM

BIOTECNOLOGIA

BRUNO CRUZ DE SOUZA

PLANEJAMENTO E AVALIACAO DE INIBIDORES
ALOSTERICOS PARA A SUPEROXIDO DISMUTASE DE
Leishmania braziliensis

Feira de Santana, BA
2025



BRUNO CRUZ DE SOUZA

PLANEJAMENTO E AVALIACAO DE INIBIDORES
ALOSTERICOS PARA A SUPEROXIDO DISMUTASE DE
Leishmania braziliensis

Tese apresentada ao Programa de Pods-graduagdo em Biotecnologia, da
Universidade Estadual de Feira de Santana como requisito parcial para
obtenc¢do do titulo de Doutor em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Franco Henrique Andrade Leite
Coorientadora: Profa. Dra. Thamires Quadros Froes

Feira de Santana, BA
2025



Ficha catalografica - Biblioteca Central Julieta Carteado - UEFS

Souza, Bruno Cruz de
S713p  Planejamento e avaliagéo de inibidores alostéricos para a superéxido
dismutase de Leishmania braziliensis / Bruno Cruz de Souza. - 2025.
133f.: il

Orientador: Franco Henrique Andrade Leite.

Coorientadora: Thamires Quadros Froes

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Feira de Santana.
Programa de Pés-Graduagao em Biotecnologia, 2025.

1. Leishmania braziliensis. 2. Superoxido dismutase. 3. Thermofluor.
|. Leite, Franco Henrique Andrade, orient. Il. Froes, Thamires Quadros,
coorient. lll. Universidade Estadual de Feira de Santana. Programa de Pos-
Graduagao em Biotecnologia. IV. Titulo.

CDU: 616.993.161:577.15

Rejane Maria Rosa Ribeiro — Bibliotecaria CRB-5/695




BRUNO CRUZ DE SOUZA

“PLANEJAMENTO E AVALIACAO DE INIBIDORES ALOSTERICOS PARA A
SUPEROXIDO DISMUTASE DE Leishmania braziliensis”

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia da
ra de Santana, area de concentragdo em
Biotecnologia com énfase em Recursos Naturais da Regido Nordeste, como
de doutor, tendo sido aprovada pelos membros

Universidade Estadual de Fei

requisito para obtengao do grau
signatarios abaixo.

Feira de Santana, Bahia, 31 de margo de 2025.

Documento assinado digitalmente

“b FRANCO HENRIQUE ANDRADE LEITE
g Data: 31/03/2025 13:37:58-0300

Orientador: Prof. Dr. Franco Henrique Andrade Leite

govb

Membro: Prof. Dr.

govb

Verifique em https://validar.iti.gov.br

UEFS

Documento assinado digitalmente
EDUARDO HABIB BECHELANE MAIA

Data: 02/04/2025 09:58:17-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Eduardo Habib Bechelane Maia

CEFET

Documento assinado digitalmente

BRUNO SILVA ANDRADE
Data: 04/04/2025 04:35:56-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Membro: Prof. Dr. Bruno Silva Andrade

govb

UESB

Documento assinado digitalmente

DANIEL LUCIANO FALKOSKI
Data: 03/04/2025 08:49:14-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Membro: Prof. Dr. Daniel Luciano Falkoski

govb

UFSJ

Documento assinado digitalmente
DANIEL GEDDER SILVA

Data: 02/04/2025 18:44:51-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Membro: Prof. Dr. Daniel Gedder Silva

USP



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeg¢o aos meus pais Elieci Cruz e Geraldo Souza pelo amor e cuidado e ao meu
irmao Elyaldo Cruz pelo incentivo e encorajamento. Nao existe semente de sonho em mim que ndo

tenha sido regada por vocés.

Ao meu orientador Franco Henrique e a minha coorientadora Thamires Quadros pelo suporte

constante.

Ao professor Marcelo Castilho e suas alunas Marina Sena e Ariane Melo, do Laboratério de

Cristalizagdo Macromolecular (LACRIMA-UFBA) pela receptividade e cooperagao.

Ao professor Humberto Fonseca (UEFS) por suas valiosas contribuigdes.

Aos professores Rogério Mercés e Raquel Benevides do Laboratério de Pesquisa em Microbiologia
(LAPEM-UEFS) pela disponibilidade. Aos funciondrios e técnicos do LAPEM-UEFS,

principalmente a Gorete.

Aos Laboratérios de Modelagem Molecular (LMM-UEFS), de Quimica de Produtos Naturais e
Bioativos (LAPRON-UEFS), de Toxicologia (UEFS) e de Fitoquimica (UEFS) pela assisténcia.

Aos colegas pos-graduandos que acompanhei nessa jornada, pelos risos em momentos de incertezas.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizagao deste trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal

de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.



“It’s not what’s in front but who’s beside you / It’s all that came
before and what it provides you / All those that held the line / Who
wouldn’t bow down and resign / It’s not the waking, it’s the rising
/ Power has been cried by those stronger than me / Straight into the
face that tells you to rattle your chains if you love being free”
(Hozier — Nina Cried Power)



RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doencga tropical negligenciada (DTN) causada por protozoarios do género
Leishmania spp. e responsavel por cerca de 30 mil mortes anuais. Dentre as suas apresentacoes, a
leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢ um problema relevante de saude publica no Brasil,
sendo a Leishmania braziliensis o principal agente etioldogico no pais. Apesar do impacto
epidemioldgico, o tratamento farmacologico da doenga ¢ limitado pelo surgimento de cepas
resistentes, eficacia espécie-dependente e alto perfil de efeitos adversos graves. Dentre os alvos
biologicos em Leishmania spp., a enzima ferro superoxido dismutase (SOD) se destaca devido ao seu
papel crucial na via antioxidante e na garantia de sobrevida do parasito, tendo sua relevancia validada
em ensaios genéticos € quimicos. Assim, o trabalho teve como objetivo a obtencdo de superoxido
dismutase de Leishmania braziliensis (LbSOD) através da clonagem, expressdao e purificacao da
enzima, além da priorizagdo de sitios e inibidores alostéricos nesta isoforma através de técnicas
computacionais. A atividade de inibidores alostéricos para a superoxido dismutase de Leishmania
priorizados nas etapas in silico foi avaliada frente a LbSOD através de ensaios de deslocamento
térmico (ThermoFluor®). Adicionalmente, a estabilidade e o perfil de interacdo dos complexos
inibidores-LbSOD foram avaliados através de rotinas de dindmica molecular, caracterizando o perfil

de interacdo dos complexos ligante-macromolécula.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis, Thermofluor, Superéxido dismutase.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical disease (NTD) caused by protozoa of the genus Leishmania
spp., responsible for about 30,000 annual deaths. Among its clinical forms, american cutaneous
leishmaniasis (ACL) is a relevant public health problem in Brazil, with Leishmania braziliensis being
its main etiological agent in the country. Despite its epidemiological impact, the pharmacological
treatment for the disease is limited by the emergence of resistant strains, species-dependent efficacy
and serious adverse effects. Within the biological targets in Leishmania spp., the enzyme iron
superoxide dismutase (SOD) stands out due to its crucial role in the antioxidant pathway and in
ensuring the parasite's survival, and its relevance is validated through genetic and chemical assays.
The objective of this work was to obtain superoxide dismutase from Leishmania braziliensis
(LbSOD) through cloning, expression and purification, while also prioritizing allosteric sites and
inhibitors through computational methods. The activity of allosteric inhibitors for superoxide
dismutase from Leishmania which were previously identified by computational techniques was
evaluated against LbSOD through thermal displacement assays (ThermoFluor®). Additionally, the
stability and interaction profile of the inhibitor-LbSOD complexes was evaluated using molecular

dynamics routines, characterizing the interaction profiles of the complexes.

Keywords: Leishmania braziliensis, Thermofluor, Superoxide dismutase
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1.  LEISHMANIOSE: ASPECTOS GERAIS

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) correspondem ao grupo de doengas infecciosas
com baixa incidéncia em sociedades desenvolvidas, mas que persistem nos paises subdesenvolvidos
e que, por falta de tratamento adequado, resultam em incapacitagdes e estigmas sociais, € em alguns
casos Obitos, representando impacto social e econdmico direto (ALVAREZ-HERNANDEZ et al.,
2020)

Embora apresentem mortalidade e morbidade anuais comparaveis as doencas de incidéncia
global como cancer, diabetes, virus da imunodeficiéncia humana/sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (HIV/AIDS), cardiopatias e doengas neuroldgicas, as DTNs ainda enfrentam pouco avango
no seu perfil epidemiolédgico e de tratamento. Parte desse panorama se justifica pelo desinteresse da
industria farmacéutica em buscar novas alternativas terap€uticas para doengas que se concentram em
paises com pouca possibilidade de retorno financeiro (RIVERA; PATEL; BANDYOPADHYAY,
2021).

A leishmaniose, embora considerada uma das trés maiores DTNs de acordo com a
Organizacao Mundial da Saude (OMS), continua muito pouco pesquisada e recebe recursos escassos
para projetos de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos quando comparadas com outras
doengas como malaria, tuberculose e HIV/AIDS (CHOI et al., 2021; SALAM; AL-SHAQHA; AZZ],
2014). A parasitose, origindria de protozoarios do género Leishmania, ¢ endémica em cerca de 98
paises e tem abrangéncia de mais de 350 milhdes de pessoas em situagdo de risco (JONES;
WELBURN, 2021). Aproximadamente 1,3 milhdes de novos casos sdo reportados anualmente com
uma taxa de 30 mil mortes por conta dos agravos da doenga (HERNANDEZ-BOJORGE et al., 2020;
SHMUELI; BEN-SHIMOL, 2024).

A doenga ¢ prevalente em todos os continentes, exceto Antartida e Oceania (Figura 1), e ¢
considerada a terceira parasitose mais comum depois da esquistossomose e¢ da malaria, com base no
nimero de anos de vida perdidos por incapacidade (do inglés, Disability Adjusted Live Years)

(ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017)
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Figura 1. Distribuicdo mundial de leishmaniose cutdnea no ano de 2022
Fonte: Organizacdo Mundial da Saude, 2025 (adaptado)

Os ciclos de transmissao da leishmaniose variam de acordo com a regiao geografica, incluindo
uma grande diversidade de espécies de Leishmania, vetores (hospedeiros invertebrados) e
reservatorios (hospedeiros vertebrados). No Brasil, oito espécies de Leishmania sdo catalogadas,
porém se destacam as espécies Leishmania chagasi (principal responsavel pela forma visceral) e
Leishmania braziliensis (principal responsavel pelas formas cutdnea ¢ mucocutanea) (ANVERSA et
al., 2018). Enquanto a leishmaniose (muco)cutanea gera cicatrizes que sdo desfigurantes e causam
estigmatizacdo social, a leishmaniose visceral ¢ a sua forma mais severa e se caracteriza por febre
prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia, pancitopenia, anemia progressiva e perda de peso, com
a possibilidade de evolugao a 6bito (BILGIC-TEMEL; MURRELL; UZUN, 2019).

Os farmacos de primeira escolha no tratamento de pacientes com Leishmaniose sdo o
estibogluconato de sddio, antimoniato de N-metilglucamina e a miltefosina, e os de segunda escolha

(ou de associagdo) sao a anfotericina B e a pentamidina (Tabela 1) (ANVERSA et al., 2018).
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Figura 2. Principais farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose
Fonte: Adaptado de Zulfiqar; Shelper; Avery, (2017)

Em comparacdo a outras doencas, o tratamento medicamentoso da leishmaniose € caro,
variando de 30 a 1500 dolares americanos por paciente, sendo esse um fator que dificulta a difusao
do tratamento, ja que € uma patologia de maior abrangéncia em paises pobres (OKWOR; UZONNA,
2016). No Brasil, o levantamento de Carvalho e colaboradores (2021) junto ao ministério da Saude
evidencia o alto valor da terapia, sendo que o antimoniato de meglumina requer 167,66 ddlares por
paciente, seguido por miltefosina (USD 259,92), e anfotericina B lipossomal (715,35 ddlares), sendo
o valor do regime de 30 dias para o antimoniato de meglumina equivalente ao triplo da soma dos
custos do regime ambulatorial envolvendo consultas médicas e administragdo de medicamentos e
exames complementares ao paciente.

Adicionalmente, a farmacoterapia para tratamento de pacientes com leishmaniose apresenta
desvantagens que restringem o seu sucesso clinico. Os firmacos comumente utilizados nos esquemas
de tratamento (antimoniais pentavalentes, anfotericina B, milfetosina e paromomicina) apresentam

eficacia limitada e efeitos adversos graves por conta da sua alta toxicidade e periodo extenso de
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tratamento. Somado a isso, de todos os farmacos utilizados, apenas a miltefosina ¢ administrada por
via oral, o que reduz a adesdo dos pacientes ao tratamento. O surgimento de cepas resistentes a
antimoniais e variagdes de suscetibilidade de varias cepas ja sdo observadas. Coletivamente, esses
fatores contribuem para falha terapéutica na pratica clinica (ALCANTARA et al., 2018). Diante desse
panorama, ¢ evidente a necessidade do surgimento de novas alternativas terapéuticas para o combate

a leishmaniose.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1.  SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE: SUPEROXIDO DISMUTASE

Nos tripanossomatideos, cujo sistema de defesa antioxidante é também composto por
ascorbato peroxidase (E.C: 1.11.1.11), tripanotiona redutase (E.C: 1.8.1.12) e triparedoxina
peroxidase (E.C.: 1.11.1.-) (CASTRO et al., 2010; HANDY; LOSCALZO, 2012) a detoxificagao dos
radicais superdxidos € realizada primariamente pela superoxido dismutase (SOD), que atua como
primeira enzima da via promovendo a dismuta¢do de radicais superoxido (O27) em peroxido de
hidrogénio (H202) e oxigénio (O2), fornecendo protecdo primaria e essencial contra o estresse
oxidativo (FUKAI; USHIO-FUKALI, 2011). Assim, a superoxido dismutase ¢ um alvo promissor para

o desenvolvimento de novos fArmacos antileishmania (Figura 3).

Diferenciacao de promastigoto para

amastigoto Fagocitose dos macréfagos

Ataque de espécies reativas de A
oxigénio o s

Superoxido dismutase (5 Q ;3 —— f/
£ N

; ‘)'/

. N o “ OJ \

. >
\‘ |
: ?‘5‘?\.@
Sobrevivéncia e liberacao de / Infecgao ao hospedeiro

amastigotos

Figura 3. Atividade da SOD no ciclo de vida dos parasitos Leishmania
Fonte: Reproduzido e alterado de Fernandes (2023) com permissao

As superdxido-dismutases (E.C.: 1.15.1.1) s3o uma familia de metaloproteinas que se
diferenciam com base no metal presente no seu sitio ativo (cobre e zinco (Cu/Zn), manganés (Mn) e
ferro (Fe)). A enzima CuZn-SOD ¢ expressa principalmente em eucariotos, bactérias e cloroplastos.
A Mn-SOD pode ser encontrada em procariotos e mitocondrias de eucariotos, enquanto que a Fe-
SOD encontra-se em bactérias, protistas e cloroplastos de plantas (LI et al., 2015) (SHENG et al.,
2014).

As reacdes realizadas pela superoxido dismutase sdo representadas pelas equagdes 1 e 2:

(1) MeSOD™V* + 05 — MeSOD™ + 0,
(2) MeSOD™ + 05 + 2H* - MeSOD™V + H,0,
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em que: “Me” correspondente ao ion metalico inerente a enzima SOD e “n” o nimero de elétrons da
camada de valéncia do metal (MILLER, 2004).

Apesar da enzima superdxido dismutase estar presente tanto no parasita quanto no ser
humano, a baixa similaridade entre suas sequéncias possibilita a identificacdo de substancias que
inibam seletivamente a enzima do parasita. Quando comparadas, as sequéncias da MnSOD humana,
que ¢ a isoforma mais similar a FeSODs no geral, e a FeSOD de Leishmania braziliensis, uma

similaridade de 36% ¢ reportada no servidor Clustal Omega (MADEIRA et al., 2024) (Figura 4).

NP_000627.2 MLSRAVCGTSROLAPYLGYLGSROKHSLPDLPYDYGALEPH-TNAQIMQLHHSKHHAAYVY 59
XP_001567555.1 ------------om--o----o- MPFCAQALPYDYGALSSKGISKDQVTCHYEKHHKGYV 37
kkhhdkdkkk, 1 k. 1 o ki, kkk _*kk
NP_000627.2 NNLNVTEEKYQEALAKGDVTAQTALQPALKFNGGGHTINHSTFWTNLSPNGGGEPKGELLE 119
XP_001567555.1 AKLNAAAESNSEVSSKSLEEVIRTMSGPMFNAAAQIFNHDFYWKSMSPSGGGEPSCKVAS 97
Tkk. T k. k. 1k, R L. ikklTik. L thk skokkkk,
NP_000627.2 AIKRDFGSFDKFKEKLTAASVGVOGSGWGWLGFNKERGHLQIAACPNQDPLQGTTGLIPL 179
XP_001567555.1 AISESFGSFARFKEEFTNAAVGHFGSGWVWLVKDKSSCKLKVYQTHDAGCPLTDPNLVPL 157
kk .. kkhkk Tkkk: ik Khikk  kkkk kk 1k, kI .. Lk hk
NP_B00627.2 LGIDVIWEHAYYLQYKNVRPDYLKATWNYVINWENVTERYMACKK 222
XP_001567555.1 LACDVIWEHAYYIDYKNDRAAYVNSWWSLVNWDFASSQL----- 195
k. hkkkhhkkTihkk Kk Kic: Kk.TikkD 1.t

Figura 4. Alinhamento sequencial entre a MnSOD humana (NCBI: NP_000627.2) e a FeSOD de Leishmania
braziliensis (NCBIL: XP_001567555.1) realizado no servidor Clustal Omega (identidade global = 36%).

Legenda: “*” = residuos idénticos; “:” = residuos similares; “.” = residuos nao conservados, “-” = residuos ausentes

A importancia da SOD para a sobrevida dos tripanossomatideos ¢ experimentalmente
validada. Mittra e colaboradores (2017) identificaram em ensaios biologicos que a superoxido
dismutase de L. amazonensis, além de proteger do estresse oxidativo, coordena mecanismos mediados
por radicais livres no parasito que desencadeiam a diferenciagdo dos micro-organismos em formas
infectantes. Adicionalmente, estudos de Oliveira e colaboradores (2019) direcionados a superoxido
dismutase de L. braziliensis demonstraram que tanto a inibicdo da enzima (com o quelante
dietilditiocarbamato) quanto o uso de um mimetizador de atividade da superoxido dismutase
(Tempol) resultaram na diminui¢do da porcentagem de células infectadas e da carga de parasitos, o
que reforca a conclusdo de que, embora ainda ndo elucidados completamente, existem mecanismos
mediados por radicais livres no parasito nos quais o papel da enzima ¢ essencial. Logo, os estudos
com a superdxido dismutase norteiam a busca de uma nova alternativa terapéutica mais seletiva e
eficaz por se tratar de um alvo biologico multifator.

O desenho racional de inibidores de enzimas frequentemente depende da mimetiza¢do do

substrato ou de um estado de transicdo da reacdo catalisada pela enzima. No entanto, no caso das
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SODs, o substrato (Oz27) ¢ um anion pequeno ¢ altamente reativo, assim limitando o escopo de
inibidores competitivos estruturalmente relacionados. Consequentemente, as pesquisas tém se
baseado principalmente na triagem aleatoria de bibliotecas quimicas para identificar inibidores de
SOD para parasitos.

Por exemplo, Martin-Montes e colaboradores (2017) utilizaram compostos sintéticos
baseados no nucleo arilaminocetona para testes frente a FeSOD de Leishmania braziliensis (LbSOD),
além de uma avaliacdo de toxicidade em macréfagos, com a obtencao de valores de IC50 que indicam

que a atividade dos compostos nao inviabiliza células de defesa na mesma proporg¢ao (Figura 5).

0] O
N—"\ F N—-"\

| | N~—"N “Ar | | ~—""N “Ar

S ]

(3) Ar: 4-nitrofenil (4) Ar: 4-trifluorometilfenil

IC,, LbSOD: IC,, LbSOD:

2,2uM promastigota; 3,1uM promastigota;

1,3uM amastigota: 1,5uM amastigota

IC,, macrofagos: IC,, macrofagos:

1519uM 693.9uM

Figura 5. Inibidores de LbSOD caracterizados por Martin-Montes e colaboradores (2017), junto aos seus valores de
ICso para promastigotas, amastigotas ¢ macrofagos
Fonte: Martin-Montes et al., (2017)

De forma similar para SODs de outros parasitos, Olmo e colaboradores (2015) apresentam
um inibidor de SOD de Trypanosoma cruzi (TcSOD) derivado de hidroxiftalazinas, que apresenta
ICsso de 27uM para TeSOD e de 163uM para SOD de Homo sapiens (HsSOD), enquanto Soulere e
colaboradores (2003) relataram inibi¢do da SOD de Plasmodium falciparum (PfSOD) com ICsso entre
27 a 37uM (Figura 6).
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TcSOD (Irypanosoma cruzi) PfSOD (Plasmodium falciparum)
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Figura 6. Inibidores de TcSOD (Olmo et al., 2015) e PfSOD (Soulére et al., 2003) junto aos seus valores de ICs
Fonte: Olmo et al., (2015); Soulére et al., (2003)

Os compostos acima descritos, embora caracterizados como inibidores de SOD, nao
apresentam detalhamento de mecanismo de acdo ou sdo compostos quelantes, que ndo sao adequados
para uma evolugcdo de proposta terapéutica, Nessa perspectiva, o estudo do alvo levando em
considera¢do as formas possiveis de modulagdo (no caso das SODs, modulacdo alostérica) sdao
importantes para nortear a pesquisa de novos inibidores e melhor elucidar as interacdes ligante-

macromolécula.

2.2.  ALOSTERISMO E INIBICAO ALOSTERICA DA SUPEROXIDO DISMUTASE EM
PARASITOS

O alosterismo ou modulagdo alostérica, nomenclatura derivada das palavras gregas “allos”
(outro) e “stereos” (solido/objeto), ¢ o termo utilizado para definir os mecanismos de interacao
indireta entre sitios especificamente distintos do ponto de vista estéreo, que sao mediados por uma
mudanga conformacional em uma proteina (CHANGEUX, 2013). O conceito desse tipo de interagdo
ganhou popularidade ap6s a publicagdo de Monod, Changeux e Jacob (1963), que evidencia o fato de
que a atividade biologica de varias proteinas é controlada por metabdlitos que ndo interagem
diretamente com o sitio de atividade primaria (sitio ortostérico), nem com os substratos ou seus
produtos reacionais. Desde entdo, o conceito se expandiu e a modulacgao alostérica é considerada uma
propriedade inerente a varias proteinas e macromoléculas biologicamente relevantes, abrangendo
desde o controle de mecanismos de metabolismo até a regulagdo de cascatas de transdugdo de sinais
(CHATZIGOULAS; COURNIA, 2021).

Entre as vantagens do estudo da modulacdo alostérica, estdo a possibilidade de maior

seletividade e menor pressdo evolutiva, por se tratarem de regides geralmente ndo conservadas, além
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da incidéncia menor de efeitos adversos (ABDEL-MAGID, 2015). Por ndo competirem com os
ligantes endogenos ou substratos e, uma vez ocupados os locais alostéricos, ndo serem observados
efeitos adicionais (efeitos saturaveis), somado ao fato de que varios trabalhos ja demonstraram que
ligantes alostéricos geralmente possuem melhores perfis de tratabilidade fisico-quimica quando
comparados a ligantes ortostéricos, a modulacao alostérica também garante uma margem de
seguranca terapéutica maior (WENTHUR et al., 2014).

Assim, a possibilidade de modulagdo alostérica demonstra-se uma alternativa promissora no
processo de desenvolvimento de novos farmacos, tendo em vista que atualmente no mercado estdao
disponiveis medicamentos amplamente utilizados que sao moduladores alostéricos de diversos alvos,
como canais idnicos, receptores acoplados a proteina G e enzimas.

Dentre os antiparasitarios, a ivermectina se destaca por ser um modulador alostérico com
atividades anti-helmintica e inseticida de amplo espectro, além de ter doses terapéuticas consideradas
seguras (MARTIN; ROBERTSON; CHOUDHARY, 2021). Também podem ser citados os
benzodiazepinicos flumazenil, diazepam e flunitrazepam, que interferem na atividade dos canais
i6nicos do 4cido gama aminobutirico A (GABA A); além do antirretroviral maraviroc (modulador
alostérico negativo do receptor de quimiocina CCRS5 da superficie celular), o medicamento para
hiperparatireoidismo cinacalcet, (modulador alostérico positivo do receptor sensor de célcio) e o
antitumoral trametinibe (inibidor alostérico reversivel altamente seletivo da atividade das enzimas

MEK1 e MEK2) (DOLLER; HUANG, 2016).

2.3.  QUIMICA MEDICINAL, PLANEJAMENTO E AVALIACAO DE FARMACOS

2.3.1. Técnicas in silico para prioriza¢io de inibidores alostéricos

A modulagdo alostérica obteve éxitos crescentes enquanto farmacoterapia (GUARNERA;
BEREZOVSKY, 2020), e os avangos computacionais crescentes facilitaram a identificacao de
moduladores para diversos alvos, assim considera-se que a busca de moduladores alostéricos foi
redirecionada do campo do “acaso” para o planejamento de fArmacos baseado na estrutura (do inglés,
Structure-based drug design) (LIU et al., 2019).

Partido dessa perspectiva, Sheik Amamuddy e colaboradores (2020) sinalizam que, com o
amadurecimento de projetos de codigo aberto, a disponibilidade de computagdo mais barata e de
grandes bancos de dados, as simula¢des computacionais sdo um caminho muito atraente para a etapa
inicial da descoberta de farmacos, por ser um processo mais econdomico, além de que a integragao de
multiplas abordagens computacionais deve tornar a descoberta de medicamentos alostéricos mais

eficiente e confiavel.
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A capacidade de modulagao alostérica pode ser calculada computacionalmente por estratégias
baseadas nas caracteristicas do alvo biologico, como ferramentas de predi¢ao de cavidades e métodos
de perturbagdo como flutuagdes ou correlagdes de residuos. O trabalho de Lu e colaboradores (2019)
exemplifica a diversidade de abordagens computacionais para o alosterismo, enquanto descreve 8
produtos distintos (ASD, ASBench, Allosite, AllositePro, Alloscore, AlloDriver, Allosterome e
AlloFinder) direcionados para a descoberta de sitios alostéricos, que obtiveram sucesso com enzimas
como a sirtuina 6 (SIRT6), caseina quinase 20 (CK2a) e a fosfodiesterase 10A.

Adicionalmente, a aplicagdo de rotinas de técnicas in silico complementadas pelas
caracteristicas dos ligantes (tais como acoplamento molecular, modelos farmacoféricos e rotinas de
dindmica molecular) em etapas de priorizagdo de compostos para testes in vitro vem obtendo bons
resultados na descoberta de inibidores alostéricos ao direcionar de forma eficiente a filtragem de
bancos de moléculas para compostos que apresentam concentragdes inibitorias na faixa de
micromolar (TUBELEVICIUTE-AYDIN et al., 2019).

Por exemplo, Shinde e colaboradores (2018) relatam a descoberta de inibidores alostéricos da
enzima tirosina fosfatase 1B, através de estudos de dindmica molecular ¢ de modelos farmacoforicos,
que levaram a confirmagao da atividade em estudos in vitro, com a priorizagao de 10 compostos com
atividade na faixa de concentragdo de 1,25 pM (ICso). De maneira similar, Kirchweger e
colaboradores (2022) relatam a descoberta de moduladores alostéricos oriundos de produtos naturais
para a proteina quinase ativada por AMP, evidenciados através de técnicas computacionais como
acoplamento molecular e que tiveram sua atividade comprovada em ensaios in vitro, com a
capacidade de aumentar a atividade enzimatica em 50% com a concentracao de 30uM.

Assim, o panorama atual da descoberta de moduladores alostéricos demonstra que a escolha
de uma rotina de técnicas experimentais in silico (e consequentemente in vitro) sustentadas nas

particularidades do alvo sdo parte crucial do sucesso das técnicas.

2.3.2. Ensaios de deslocamento térmico (ThermoFluor)

Por conta da natureza da maioria dos ensaios in vitro para SODs, que geram o substrato
superoxido em pequenas quantidades por meio de reagdes enzimaticas (por exemplo, xantina oxidase)
ou ndo enzimaticas (por exemplo, auto-oxidacdo do pirogalol ou sistema do nitroazul de tetrazolio),
muitos compostos inicialmente identificados como inibidores de SOD sdo posteriormente
descobertos como falso-positivos (Soulére et al., 2003). Nesse cenario, o ensaio de deslocamento
térmico (também conhecido como fluorimetria de varredura diferencial ou ThermoFluor) ¢ um ensaio
vidvel para identificar ligantes em bancos de pequenas moléculas frente a proteinas recombinantes

purificadas.
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Resumidamente, o esquema de um ensaio de deslocamento térmico (Figura 7) envolve a
incubacdo de proteinas naturalmente enoveladas com o fluor6foro SYPRO® Orange (Aex = 470 nm;
Aem = 570 nm) em uma placa de PCR. Por meio de um aumento sistematico na temperatura e
monitoramento concomitante da emissao de fluorescéncia do SYPRO® Orange nos pogos, ¢ possivel
monitorar a desnaturagdo térmica da proteina em muitas condi¢des simultaneamente em cada pogo
(HUYNH; PARTCH, 2015). O aumento na temperatura de fusdo (Tm) sob diferentes condi¢des
experimentais, como tampao, pH ou presenca de ligantes d4a origem a um deslocamento térmico
(ATm) que quantifica a estabilizagdo da proteina, que ¢ aumentada na presenga de ligantes que

oferegam interacdes favoraveis (LO et al., 2004; MATULIS et al., 2005).

\ i
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Figura 7. Representagdo esquematica do ensaio de deslocamento térmico (curva de fluorescéncia versus temperatura).
ATm = temperatura média onde 50% da proteina esta desenovelada
Fonte: Adaptado de Kirkman et al., (2014).

Dada sua capacidade de alto rendimento, minimizac¢do da interferéncia de artefatos e o seu
baixo custo, o ensaio de deslocamento térmico ¢ uma alternativa promissora para investigar a
estabilidade e as interagdes da SOD com os ligantes priorizados (KUSHWAH; CHAUHAN;
DHAKED, 2024).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Identificar novos inibidores alostéricos para a ferro superdxido dismutase de Leishmania
braziliensis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar e caracterizar sitios alostéricos na enzima superdxido dismutase de Leishmania

braziliensis;
Expressao e purificagdo da enzima superoxido dismutase de Leishmania braziliensis;

Avaliagdo da atividade de inibidores alostéricos da superdxido dismutase de Leishmania

braziliensis através de testes de determinagdo por dose Unica e dose resposta;

Calcular os valores de Kd dos inibidores frente a superoxido dismutase de Leishmania

braziliensis;

Analisar as interagdes moleculares de inibidores alostéricos de Leishmania braziliensis por

rotinas de dinAmica molecular.
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CAPITULO 1

Manuscrito 01 — Identificacdo e caracterizag¢do de sitios alostéricos em enzimas superoxido
dismutase de tripanossomatideos na perspectiva de alvos farmacoldgicos especificos

Artigo (em lingua inglesa; em formatacao recomendada) submetido ao periddico Computational
Biology and Chemistry.
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Identification and characterization of allosteric sites on superoxide dismutases for use as species-specific drug

targets to parasitic trypanosomatids
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Abstract

Trypanosomatids are etiological agents to neglected tropical diseases like Leishmaniasis, Chagas disease and
Human African trypanosomiasis, which treatment options face challenges like toxicity, patient compliance, drug
resistance and underfunded drug development. As they are involved in the primary mechanism of parasites defense to
oxidative stress, superoxide dismutase enzymes (SODs) are putative drug targets for drug development efforts to fight
diseases caused by trypanosomatids. However, the small volume of SODs active sites renders them undruggable. In order
to circumvent this limitation, extensive in-silico studies were performed to identify druggable allosteric pockets in SODs
from trypanosomatids that are absent in human SODs. Human MnSOD?2 and trypanosomatids FeSOD share evolutionary
heritage and have somewhat similar allosteric binding pockets and residue composition, implying that MnSOD2
inefficacy may be a noteworthy starting point on the discovery of new Leishmania SOD modulators. Crystallographic
structures of SODs (human, Trypanosoma and Leishmania), collected manually, were clustered based on root-mean
square deviation (RMSD) and principal component analysis, as available on the Bio3D R package. Then, a representative
of each cluster (highest resolution) was submitted to computational solvent mapping. FTMove server was also employed
to carry out the search and mapping step. The consensus sites identified by this approach were analyzed on DrugPy to
compare and contrast druggable and borderline-druggable hot spots laying without the SODs’ active site. The residues

surrounding these hot spots were compared using PocketMatch server.

Keywords Superoxide dismutase, Trypanosomatids, Allostery, Solvent mapping
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1. Introduction

Neglected tropical diseases (NTDs) are part of a diverse group of diseases of protozoan, helminthic, bacterial, viral,
fungal and parasitic origin, prevalent in territories with tropical climates, along with situations of poverty, inequality and
health inequities and their occurrence is associated with a significant burden of morbidity and mortality, physical disability
and deformities, in addition to suffering, prejudice and stigma (Brito et al., 2022). Leishmaniasis, Chagas disease, and
human African trypanosomiasis are among the 20 neglected tropical diseases (NTDs) currently within the World Health
Organization (WHO) portfolio, and all 3 diseases have been targeted for elimination as part of the WHO road map for

NTDs 2021-2030 (Horn, 2022).

Leishmaniasis, caused by protozoan parasites of the genus Leishmania, infects approximately 1 million people each
year on over 90 countries throughout Asia, Africa, the Middle East, and Central and South America (WHO, 2022), being
estimated to cause the loss of 2.4 million disability adjusted life years, with greatest impact on the poorest communities
(Charlton et al., 2018). The current treatment method for leishmaniasis relies on pentavalent antimonials, amphotericin
B, and pentamidine, but the treatment choices are narrowed down by drugs' toxicity, high production cost, decreased
efficacy, administration route, and, most importantly, the emergence of resistant strains (Sasidharan and Saudagar, 2021).

Leishmaniasis control is also hugely underfunded (Choi et al., 2021; Sasidharan and Saudagar, 2021).

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi parasites, affects about 6—8 million people worldwide and causes
approximately 50000 deaths per year, with another 65-100 million people living in areas at risk for infection (Lidani et
al., 2019). Chronic Chagas disease leads to life threatening conditions cardiac, digestive, or neurological symptoms, often
many years after the initial infection, with advanced stages of the disease requiring heart transplants (Horn, 2022). At
present, there are only two drugs for the treatment of Chagas disease: nifurtimox and benznidazole, but these drugs are
only effective in the acute or early infection phases, and its many adverse effects, therapy discontinuation and resistant

strains have limited its potential (Garcia-Huertas and Cardona-Castro, 2021).

Human African trypanosomiasis (HAT), a parasitic disease confined to sub-Saharan Africa, is caused by vector-borne
parasite Trypanosoma brucei (T. b. thodesiense and T. b. gambiense), with around 50 million people living under the risk
of contraction (Spaulding et al., 2019). If untreated, or inadequately treated, HAT is almost always fatal, due to its late
central nervous system (CNS) stage causing a wide variety of neurological symptoms and brain disfunction (Kennedy,
2019). The disease is close to elimination in many areas, although it was similarly close to elimination once before and
subsequently reemerged, despite seemingly low rates of transmission (Capewell et al., 2019). Currently available
therapies are limited as they are ineffective against CNS-stage disease (pentamidine and suramin), require parenteral

administration and have inherent toxicity (melarsoprol) (Hulpia et al., 2020).
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While overlooked by most big pharmaceutical companies, efforts to develop affordable and effective NTD treatments
come from non-profit research and development organizations such as DNDi, that works in collaboration with academic

institutions, pharmaceutical companies, and endemic countries (Drugs for Neglected Diseases initiative, n.d.).

In general, these drug development campaigns start with the target selection and validation steps (Sundar and Singh,
2018) Superoxide dismutase enzymes (SOD) of intracellular pathogens such as Trypanosoma, Leishmania, Plasmodium,
and Mycobacterium are a mechanism of escape from the redox-based cytotoxic killing mechanism (Choi et al., 2021). In
addition, many studies show that FeSOD downregulation contributes to miltefosine resistance and/or trivalent antimonials
susceptibility in Leishmania species (Getachew and Gedamu, 2012; Santi and Murta, 2022; Tessarollo et al., 2015;
Veronica et al., 2019), whereas the overexpression of SOD genes is associated with antimony resistance on clinical isolates
(Bahrami et al., 2022), therefore SOD is a direct contributor to the Leishmania virulence. Additionally, as iron (Fe) SOD

is absent in the human host (Santi et al., 2021), selective inhibition of this enzyme is expected.

Exploiting trypanosomatids’ SODs as drug targets has been hindered by the enzyme active site volume, which is too
small to bind druglike molecules (Perry et al., 2010). Currently, SOD inhibition has been reported with metal chelators
such as tetrathiomolybdate (Dofiate et al., 2008) and N-N'-diethyldithiocarbamate (Lushchak et al., 2005), which cannot
be used as drugs to leishmaniasis. Allosteric modulation shows up as a promising alternative on this scenario, as it grants

non-competitiveness and spatiotemporal selectivity in comparison to orthosteric modulation (Wah Tan et al., 2022).

As a computational approach to characterize new binding pockets, solvent mapping has emerged as a useful tool for
identifying hot spots within binding sites on proteins for drug-like molecules and suggesting properties of potential
modulators (Hall and Enyedy, 2015). The technique has successful applications with reproducibility of experimental
target-molecule interaction patterns (Wakefield et al., 2022) and led to the development of different routines to further

describe the binding pockets

In order to characterize superoxide dismutase modulable sites found on human and parasites isoforms, we propose a
computational workflow that can be used to find druggable pockets on SODs and compare their similarity based on

structural descriptors such as residue nature and interatomic distances (Landon et al., 2007; Teixeira et al., 2021).
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2. Methods

2.1 Superoxide dismutase dataset approaches and final sampling

As a first strategy to sample the conformational space of superoxide dismutase (SOD) structures, two approaches

were employed:

Dataset A (manual) A manual query search was conducted on the Protein Data Bank database (www.rcsb.org)
using the following keywords: "superoxide dismutase" AND "Homo sapiens" or "superoxide dismutase" AND
"Leishmania" or “superoxide dismutase” AND “Trypanosoma”. The search was further refined by excluding structures
without metalation and those containing the keywords "mutation”, "mutant", "variant", "deleted”, segment",
"substitution", "replacement", "corkscrew" and "defects" in the title or the abstract and limiting the experimental method

to "X-ray diffraction" with a resolution better than 2.51 angstroms.

Dataset B (automated) The structure with the highest resolution on the initial search (Dataset A) for each
organism was considered as a template for FTMove server (Egbert et al., 2022). Briefly, this server searches the PDB
database for all structures that share at least 90% sequence similarity and 90% sequence coverage of the template. Then,
it aligns all structures to the selected template, performs the solvent mapping on all structures and compares the predicted

consensus sites to identify putative binding sites.

Final sampling The SOD structures identified by FTMove (Dataset B) were submitted to the same exclusion
criteria employed above to afford Dataset A, in order to maintain uniformity, thus resulting in a final dataset which is the
sum of the unique non-mutant and metal-complexed SOD structures from Homo sapiens, Leishmania and Trypanosoma

found in both approaches. This final SOD sample was employed on the subsequent steps.

2.2 Alignment and clustering of superoxide dismutase structures

The final SOD sample was submitted to the Bio3D package (Grant et al., 2006), where multiple sequence
alignment was performed using MUSCLE (Edgar, 2004), and a Bio3D routine was employed to find core regions upon

which all structures were aligned.

The structural variance within SOD structures from the host and trypanosomatids was assessed using principal
component and root-mean-square deviation analyses, as available in Bio3D (Grant et al., 2006). Then, the highest
resolution structure from each cluster identified in the PCA was considered for the prediction of druggable and borderline-

druggable hotspots in SODs located outside the active site.

23 FTMap hotspot predictions and Pocketmatch similarity analysis
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In silico solvent mapping was performed using FTMap (Kozakov et al., 2015). Briefly, a set of 16 molecular
probes was employed to identify regions on the protein surface where multiple organic solvents are likely to bind, resulting
in “consensus sites” (CSs). The CSs are then ranked based on the number of probes they accommodate. The output from
the server was analyzed with DrugPy (Teixeira et al., 2021) to identify combinations of CSs that result in druggable or
borderline-druggable hotspots, following the criteria described by Kozakov and coworkers (Kozakov et al., 2015).
Hotspots were compared based on their relative positioning in the protein structures (fractional overlap) through DrugPy
and, additionally, the similarity of the residues surrounding the hot spots were evaluated according to PocketMatch
(Nagarajan and Chandra, 2013), which evaluates pockets similarity based on shape descriptors like amino-acid
physicochemical properties and pair-wise matching. The binding sites similarity was evaluated by P-max score, which
ranges from O (no similarity) to 1 (total similarity). Values inferior to 0.6 are found in dissimilar binding sites, between
0.6 and 0.79 in somewhat similar sites, while very similar sites have values equal to or higher than 0.8. A multiple sequence
alignment with hierarchical clustering of the unique pockets that had P-max > 0.6 was performed on the MultAlin server

(Corpet, 1988) in order to show the consensus residues that constitute the somewhat/very similar pockets.

2.4 Allosite allosteric sites prediction and Pocketmatch similarity analysis

Furthermore, as an additional site analysis method, the final sampling dataset was submitted to the Allosite
server, which identifies allosteric sites by combining feature-based regression and perturbation-based method on the input
proteins (Huang et al., 2013; Song et al., 2017). The sites found by this method were also analyzed on Pocketmatch in

order to describe their similarity.

3. Results and discussion

3.1 Analyses of superoxide dismutase datasets

Dataset A The manual search carried out in the PDB databank for superoxide dismutase structures yielded 21
entries (Dataset A) (Table 1S) that met the exclusion criteria (detailed in Methods section) from search refinement. The

sequence alignment of all entries in Dataset A is shown on Figure 1.
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Fig. 1 Multiple sequence alignment of superoxide dismutase enzymes in Dataset A. The top bar displays the residue
conservation ratio (shades of red), while the residue numbering is indicated at the bottom. The PDB IDs are listed on the
right-hand side. The dendrogram highlights the major SOD families. The figure was created using the Bio3D module, as

available in RStudio.
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The alignment shows that the SODs share 55% overall sequence identity. The structures can be categorized into
two main families: the first family comprises human SOD1 and SOD3 enzymes, both of which have Cu-Zn in the active
site, while the second family includes human SOD2 and trypanosomatids SOD enzymes, characterized by containing Mn

or Fe in their active site. Comparison of active site residues within each family reveals high conservation (100%).
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Dataset B As stated before, the best resolution representative of each isoform of superoxide dismutase picked

on Dataset A was used to build Dataset B through FTMove.

For the representative structures of the parasites SODs, Leishmania major (PDB: 4F2N, 1.85 A), Trypanosoma
cruzi (PDB: 2GPC, 1.90 A) and Trypanosoma brucei (PDB: 3ESF, 2.01 A), the FTMove server alignment could not find
other structures other than themselves. As for the human SODs, when utilizing Homo sapiens SOD3 (PDB: 2JLP, 1.70
A) as the template, the dataset automatically generated with FTMove identifies no similar entries, however 28 entries are
identified when the template is replaced by Homo sapiens SOD2 (PDB: 5T30, 1.77 A) and 49 entries are identified when
the template is Homo sapiens SOD1 (PDB: 2C9V, 1.07 A). The FTMove-generated set of 78 SOD structures, including

mutants, and how they fail to meet the exclusion criteria is shown on Table 2S.

The sequence alignment of all entries in Dataset B (Figure 2) reveals they share 59% overall sequence identity.
The families found are similar to the ones found on Dataset A, with the number of human SOD1 and SOD2 mutant

isoforms now being more than the half of the total sample.
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Fig. 2 Multiple sequence alignment of superoxide dismutase enzymes in Dataset B. The top bar displays the residue
conservation ratio (shades of red), while the residue numbering is indicated at the bottom. The PDB IDs are listed on the
right-hand side. The dendrogram highlights the major SOD families. The figure was created using the Bio3D module, as

available in RStudio.
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Final sampling After removing entries that do not meet the exclusion criteria employed in Dataset A, Dataset B contains
no additional entries. This showcases the precision of our search strategy, as it could retrieve all the SOD structures found

by the FTMove search algorithm.
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3.2 Dataset A Bio3D analysis

The evolutionary differences between SOD2 and parasite enzymes have already been established and have been
the focus of several drug development campaigns (Hart et al., 1999; Xu et al., 2021). However, these efforts have not
explicitly taken the druggability of the active site into account. While covalent inhibitors have been developed to deal
with undruggable targets (Boike et al., 2022; Lee and Park, 2022; Sutanto et al., 2020), SODs from parasites lack reactive
residues that could be exploited for such endeavors. An alternative approach would involve the development of allosteric

modulators. This strategy is also supported in previous studies (Mendonga and Marana, 2011; Saen-Oon et al., 2008).

Furthermore, there is a proposition that SOD from Leishmania chagasi possesses an allosteric binding pocket
(Souza et al., 2021). This hypothesis is based on a 3D structure built through homology modeling and did not consider

the druggability of the putative allosteric pocket.

As correlated/anti-correlated domain movements are suggestive of allostery (Olmo et al., 2015; Song et al.,
2017), the conformational flexibility of the X-ray structures in dataset A was examined as follows: the core region among
all structures was calculated based on their RMSD values after structural alignment (Figure 3). This approach allowed all
the SOD structures to be superimposed on the same frame, consisting of 16 residues, which compose the region close to

the active site region and their respective metals.

Also, a Principal Component Analysis (PCA) performed on the aligned structures reveals that the first principal
component (PC1) explains 98.41% of the variance, while the second principal component (PC2) accounts for 1.16%.
Using these two PCs, the SODs from dataset A can be classified into two groups: 1) human SOD1 and SOD3, 2) human

SOD?2 and trypanosomatids SODs, which corroborates with the sequential alignment dendrogram.
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Fig. 3 Structural comparison of SOD structures within Dataset A. [A] Superposition of aligned SOD structures upon the
core (red). Protein structures are displayed as cartoon (smooth loops) and ions are shown in spheres; [B] Dendrogram
based on principal component analysis that show the SOD families identified by colors: human SOD1 and SOD3 are

shown in black, human SOD?2 in pink and trypanosomatids SODs are shown in green. [C] Score plot for the SOD
families and [D] Loading plot for the principal components.
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Based on the clustering and PCA analysis of the Dataset A on Bio3D, representative structures could be picked from
each family to represent individual isoforms of each organism, thus ensuring good human and trypanosomatids SODs
coverage. Using resolution as an additional selection filter, the structures of Leishmania major SOD (PDB: 4F2N);
Trypanosoma cruzi SOD (PDB: 2GPC); Trypanosoma brucei SOD (PDB: 3ESF); Homo sapiens SOD2 (PDB: 5T30);
Homo sapiens SOD3 (PDB: 2JLP) and Homo sapiens SOD1 (PDB: 2C9V) were chosen for the subsequent steps

(Figure 4).

Fig. 4 Graphical representations (cartoon) of the representative structures of superoxide dismutase enzymes. [A]
Leishmania major SOD (PDB: 4F2N); [B] Trypanosoma cruzi SOD (PDB: 2GPC); [C] Trypanosoma brucei SOD
(PDB: 3ESF); [D] Homo sapiens SOD2 (PDB: 5T30); [E] Homo sapiens SOD3 (PDB: 2JLP); [F] Homo sapiens SOD1
(PDB: 2C9V).
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3.3 FTMap routines and pockets druggability prediction with DrugPy

As multiple studies suggest that dimers are the minimal functional structure for superoxide dismutase enzymes (Banci
et al., 2002; Danielsson et al., 2011; Lindberg et al., 2004), they were employed for the subsequent solvent mapping
routines. The dimeric conformation is also known to form the symmetric tunnel which leads to pockets where the metals
bind on superoxide dismutases. However, the volume of these regions is limited, as it is constituted by a conserved set of
charged amino acid residues forming a 10 A wide channel leading to a less than 4 A opening above the metals on Cu-Zn

SODs (Hart et al., 1999) or only a ~5 A gap being the only solvent-accessible area that allows entry into the active site
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on Mn/Fe SODs (Azadmanesh and Borgstahl, 2018). This way, most consensus sites are located elsewhere in the protein

surfaces, as the access to the SOD active sites is not targetable as the traditional modulation methods (Figure 5).

Fig. 5 Active sites of [A] Leishmania major FeSOD (PDB:4F2N, purple) and [B] Homo sapiens SOD1 (PDB: 2C9V,
yellow), showing the main residues (in sticks) involved in the stabilization of the metal ions. The Fe and Cu ions are
shown as orange spheres, and the Zn ion is shown as a violet sphere.

The superoxide dismutase dataset was submitted to the FTMap servers, where consensus sites formed by the
aggregation of 16 or more probes are considered hot spots (Kozakov et al., 2015). Except for human SOD3 (which its’
best consensus site ranked only 14 probes), all other SODs have pockets located outside the active site with the ability to
bind fragment-sized molecules with high affinity. The FTMap results for these representative structures and the depiction
of their tertiary structure as dimers are shown on Figure 6 (for trypanosomatids SODs) and Figure 7 (for human SODs).
The majority of the consensus sites are located on the dimer-dimer interface, which forms a positive-charged channel that

attracts the superoxide ion to the active site of SODs (Rakhit and Chakrabartty, 2006; Zheng et al., 2023).
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Fig. 6 FTMap consensus sites (CS) found for the trypanosomatids’ representative structures of SODs. The consensus
sites and their probes are shown in colored sticks. Their PDB code, organism and number of probes per CS is shown on

the right of their cartoon representation.
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Fig. 7 FTMap consensus sites (CS) found for the human representative structures of SODs. The consensus sites and
their probes are shown in colored sticks. Their PDB code, organism and number of probes per CS is shown on the right
of their cartoon representation.
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34 Druggability assessment of Trypanosomatids and Human SODs

The presence of hot spots is not enough to guarantee that these enzymes are suitable targets for drug development
campaigns, as there might be no space to grow the fragments into lead-compounds. To assess whether the SODs can be
modulated by druglike compounds, the raw outputs of the FTMap server were analyzed with the DrugPy plugin (Teixeira
et al., 2021). This plugin calculates which ensembles afford druggable and borderline-druggable hot spots as proxies to
characterize pockets that are predicted to bind druglike molecules with high-affinity (nanomolar) or at-least micromolar-
affinity. There are several combinations of CSs that can render a (borderline-)druggable hotspot. For such cases, DrugPy
ranks them according to the number of probes and the number of ensembles required to build each hotspot: hotspots with
just one CS are ranked first, then those with two CSs and so forth. The location and strength of the hotspots predicted for

each representative structure are discussed below and shown on Figure 8.
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Fig. 8 Distribution of hotspots (mesh) on the surface of LmSOD (PDB ID: 4F2N; purple), TcSOD (PDB ID: 2GPC;
brown) and TeSOD (PDB ID: 3ESF; violet) according to DrugPy. The druggable and druggable-small hotspots are
shown in red and the borderline-druggable and borderline-druggable-small hotspots are shown in salmon. The SODs are
depicted in cartoon and the metal (Fe) is depicted in orange spheres.

LmSOD (PDB ID; 4F2N) TcSOD (PDB: 2GPC)
03 druggable hotspots 02 druggable-small hotspots
05 druggable-small hotspots

TbSOD (PDB: 3ESF)
04 druggable-small hotspots

According to DrugPy, LmSOD representative structure (PDB ID: 4F2N) is predicted to display 03 druggable
hotspots (D) and 5 additional hot spots that bind charged molecules with high affinity (Druggable small hotspots-Ds)
(Figure 4 and Table 3S). The hotspots ranked Ds.01, and Ds.03 are contained in D.04 and D.07, whereas Ds ranked Ds.02,
Ds.05 and Ds.06 are comprised in D.08. Overall, the hotspots share a number of 12 significative fractional overlaps (Fo)

(0.5 <Fo < 1.0), which is further detailed in Table 4S.

Under the same analysis, 2 ensembles of CSs that afford Ds, 13 ensembles that afford borderline-druggable
hotpots (B) and 9 ensembles that render Borderline-druggable small hot spots (Bs) could be identified on the surface of
the TcSOD representative structure (PDB: 2GPC) (Figure 8 and Table 5S). The hot spots ranked as 1 and 3 (Ds) overlap
between themselves and are far from the other hotspots which are clustered in the same region, as can be seen by their

fractional overlap.
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According to these results, developing TcSOD inhibitors that bind outside the active site would be challenging,
as no high affinity pockets are available. However, one must consider that the X-ray structures chosen for this study aim
to capture different points in the conformational space. Hence, it is feasible that the lack of druggable hot spots for TcSOD
are a consequence of the conformation structure evaluated and not of the target per se. Overall, the hotspots share a
number of 197 significative fractional overlaps (Fo) (0.5 < Fo < 1.0), which is further detailed in Table 6S. The
representative structure of TbSOD (PDB ID: 3ESF) was also analyzed in DrugPy, and only 4 ensembles of CSs that afford
Ds hot spots were identified (Figure 8 and Table 7S). Given the high sequence similarity of TeSOD and TbSOD (84%),
it seems reasonable to assume that 3ESF represents the least druggable conformation of trypanosomatids’ SODs. The
hotspots share a number of 2 significative fractional overlaps (Fo) (0.5 < Fo < 1.0), which are further detailed in Table

8S.

For human SODs, as there are two metalation types, the spatial disposition and shape of the hot spots found by

DrugPy is slightly more diverse. Their location and strength are shown on Figure 9 and discussed below.
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Fig. 9 Distribution of hotspots (mesh) on the surface of HsSOD2 (PDB ID: 5T30; blue), HsSOD3 (PDB ID: 2JLP;
green) and HsSOD1 (PDB ID: 2C9V; green) according to DrugPy. The druggable and druggable-small hotspots are
shown in red and the borderline-druggable and borderline-druggable-small hotspots are shown in salmon. The SODs are
depicted in cartoon and the metals are shown in spheres (Mn/Zn in purple, Cu in orange).
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Based on the analysis of the representative structure of human SOD2 (PDB ID: 5T30), 7 ensembles of CSs that
afford D hot spots and 4 additional ensembles that afford Ds hotspots are identified (Figure 9 and Table 9S). The best
ranked hotspot (Ds) overlaps to the third (D) and fourth (Ds) with fractional overlaps (Fo) values ranging from 0.91 to
0.97, whereas all other hotspots show a moderate to high spatial overlap (0.59 to 0.94) among each other, but not to Ds.1.
These hotspots are located in a pocket that allows druglike molecules to bind with high affinity. For the representative
structure of human SOD3 (PDB ID: 2JLP), 2 ensembles of CSs that afford D hot spots, 1 ensemble that afford a Ds
hotspot, and 3 ensembles that afford Bs hotspots were identified (Figure 9 and Table 11S). The top ranked hotspot (Ds)
overlaps to the second (D. Fo = 0.55) and third (D, Fo = 0.75) hotspots, forming a distinct druggable region, while the
borderline druggable hotspots (ranked fourth, fifth and sixth) also show high spatial overlap on a different region of the

protein surface (Fo between 0.59 and 1.0). As for the human SODI1 representative structure (PDB: 2C9V), 10 ensembles
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of CSs that afford druggable hotspots (D) were found, alongside 3 ensembles that afford druggable-small hotspots and 1
ensemble affording a borderline-druggable small hotspot (Figure 9 and Table 13S). The first ranked hotspot (Ds) has
shown moderate to high overlap with all the other druggable (D) and druggable-small (Ds) hotspots (Fo range: 0.36 to
0.93), thus being part a of a region which this kind of hotspot are concentrated. On the other hand, the sole borderline-

druggable small (Bs) site has no significant overlaps and is located on another region of the protein surface (Fo = 0).

The total of fractional overlaps of the hotspots of the human SODs are further detailed on Supplementary

Material (Table 10S for HsSOD2, Table 12S for HsSOD3 and Table 14S for HsSOD1).
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35 PocketMatch calculations for the superoxide dismutase pockets on DrugPy

The residues surrounding hotspots found through DrugPy were exported with PyMOL software (respecting a
radius of tolerance of 5 angstroms). As there is a chance, based on how the hotspot overlap, that the residues surrounding
5 A could be the same for more than one hotspot in a structure, the duplicate sites were not considered on the following
discussions. The unique pockets were then submitted to the PocketMatch package, to evaluate their similarities based on
their residue composition and electronic configuration (Nagarajan and Chandra, 2013). A graphical summary of how those

pockets were obtained is shown on Figure 10.

Fig. 10 Example of how DrugPy hotspots were used to generate pockets which accommodates the residues that interact
with the probes. A druggable pocket of LmSOD (PDB:4F2N) is shown on the right side, with its constituent residues.

DRUGPy hotspots generated Pocket that accomadates hotspot
from FTMap consensus sites (5A radius)

) /4F2N-D, 004/A/143 194 202
| V-NFG--~. , , -=-E--YY~---ENRRAD
/4F2N-D,004/B/61 65 101 193
KHH-AY---. ., ==-Q--0---...-—-W-H

As stated before, PocketMatch’s similarity values are ranked as follows: from 0 to 0.6 (no similarity), from 0.6
to 0.79 (somewhat similar pockets) and from 0.8 to 1.0 (very similar pockets). The somewhat similar and very similar
pockets range within different isoforms are discussed below and fully presented on the Supplementary material (Tables

15S to 17S).

Two similarity patterns were observed based on the P-max values obtained. One involved the pockets of Mn
human isoform (HsSOD2) versus all the trypanosomatids SODs (TcSOD vs TbSOD vs LmSOD) and the other involved
the pockets found on the Cu-Zn human isoforms (HsSOD1 vs HsSOD3). A summary of the number of occurrences of
similar pockets found through PocketMatch is shown on Table 1 and further detailed on the Supplementary material

(Tables 15S to 17S).
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Table 1 Summary of the number of occurrences of SOD pockets’ similarities found through PocketMatch.

Pocket comparison and number of occurrences of:

Isoform 1 Isoform 2 Two somewhat similar pockets Two very similar pockets
(0.6 < P-max <0.8) (0.8 < P-max)
TbSOD 65 16
TeSOD LmSOD 98 0
HsSOD2 56 0
LmSOD HsSOD2 48 0
LmSOD 23 0
TbSOD
HsSOD2 22 0
HsSOD3 HsSOD1 10 0

The pockets comparison between TcSOD and TbSOD (Figure 11) was the only that yielded very similar pockets
(with values of 0.8 < P-max), with a P-max average of 0.83. The isoforms are also the closest evolutionary constituents
of the sampling, and thus it was expected they would have similar residues on positional overlapping regions. The multiple
sequence alignment with hierarchical clustering of the pockets, performed on the MultAlin server (Corpet, 1988), shows
that in a 35-residue span, 02 residues have a high consensus level, being present in more of 90% of the pockets, while 20
residues have a low consensus score, which means that they are present in 50% or more of the pockets. This sequential

alignment from the unique overlapping pockets on TcSOD vs TbSOD is shown on Figure 12.
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Fig. 11. Graphical representation of the region of the pockets on TcSOD (PDB:2GPC) vs TbSOD (PDB: 3ESF), which
share similarity (PocketMatch’s P-max > 0.6). Druggable sites are shown in red-colored meshes and borderline-
druggable hotspots are shown in salmon-colored meshes. The average of the P-max values (0.83) is shown on the
bottom of the picture.

TcSOD (PDB: 2GPC) TbSOD (PDB: 3ESF)
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Fig. 12. Sequential alignment of the unique overlapping pockets (P-max > 0.6) of TcSOD (PDB:2GPC) vs TbSOD
(PDB: 3ESF). On the bottom line, the low consensus (>50%) residues are presented in blue, while the high consensus
residues (>90%) are shown in red.
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2gpc-016-B YGHFGEY--HDRAAKHHOGYKLOHH
2gpc-020-B YGHFGEY--HORAAKH--GYKLOHH
2gpc-023-B YGHFGE---HODRAAKHHOGYKLOH
desf-001-0s YGHFGEY YKHORP—--—- HYK=0OHH
2gpc-009-Bs YGEYYKNDRA-KHHOGYKL -HH
2gpc-022-Bs VYGEYYKHDRARKHHOGYKL -HH
2gpc-013-Bs YGEYYKHDORAAKHY =——=—- HH
2gpc—-010-B YGHF GE-HR————- KHHOGYKLOH
2gpc-015-B YGHFGEYHR————- KHHOGYKLOHH
2gpc-002-Bs YGHFGEYRKHG-——-YK-———- AIHH
2gpc-006-B YGHFGEYRKHG--—-YK-—-—-L0OHH
2gpc-019-B YGHF GEYRKHG----YKGPTHLOHH
2gpc-011-Bs YHORAAKHHAGYEL

Conszensus veses «wehfGEyykndra,kh, .gyklquh

Alternately, all the pockets found on SODs with Fe and Mn metalation (including HsSOD?2) share some degree
of similarity. Except for a small sized borderline-druggable pocket (from TcSOD, pocket 11-Bs), all other pockets found
for TcSOD share some kind of similarity with the pockets found on TbSOD, LmSOD and HsSOD2. TbSOD pockets also
shows similarities with LmSOD and HsSOD2, and similarities between pockets from LmSOD and HsSOD2 were also

observed (Figure 13). Overall, they share a P-max average value of 0.7.

The multiple sequence alignment of the unique overlapping pockets performed on MultAlin shows that in a 39-
residue span, 02 residues have a high consensus level, being present in more of 90% of the pockets and 15 residues have
a low consensus score, being present in 50% or more of the pockets. This sequential alignment from the unique

overlapping pockets of HsSOD2/LmSOD/TecSOD/TbSOD is shown on Figure 14.

This result highlights how HsSOD2, which is the human SOD isoform that is closest to the trypanosomatids’
SODs, is crucial in the discovery of new TrypSOD allosteric modulators, as it’s configuration and energetic profile is
very similar to the parasite’s SODs. This way, compounds that are ineffective to human SOD2 from the get-go are more

prone to be developed into species-specific TrypSOD inhibitors.
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Fig. 13. Graphical representation of the region of the pockets on HsSOD2 (PDB: 5T30)/LmSOD (PDB: 4F2N)/TcSOD
(PDN: 2GPC)/TbSOD (PDB: 3ESF), which share similarity (PocketMatch’s P-max > 0.6). Druggable sites are shown
in red-colored meshes and borderline-druggable hotspots are shown in salmon-colored meshes. The average of the P-

max values (0.7) is shown on the bottom of the picture.
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Fig. 14. Sequential alignment of the unique overlapping pockets (P-max > 0.6) of HsSOD2 (PDB: 5T30)/LmSOD
(PDB: 4F2N)/TcSOD (PDN: 2GPC)/TbSOD (PDB: 3ESF). On the bottom line, the low consensus (>50%) residues are
presented in blue, while the high consensus residues (>90%) are shown in red.
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5t30=-010-0  KHHAYH-FHOHHYGYO=-GEYYKHYRP
5t30-011-0 KHHAYHLFHOHHY-YO-GEYYKHYRP
2epc-002-Bs YGHFGEYREH=-—==GYE==—== OHH
2gpc-006-B YGHFGEYRKH=—=-GYK==—=L0HH
2gpc-019-B YGHFGEYRKH-—--GYKGPIHLAOHH
2gpc=010-B YGHF GE=HRK====-HHOG-YKLOH
2epc-015-B YGHF GEYNRK----HHOG-YKLOHH
2gpc-004-Bs YGHFGEYYEHDRA-KH--GYEK-OHH
2epc=017-B YGHFGEYYKNDRA-KH=-=-GYKLAOHH
2epc-018-B YGHFGEYYKHDRAAKH--GYK-OHH
2epc-012-B YGHFGEYYKNDRA-KH---YELOHH
2gpc-02d-B YGHFGEYYKHDRAAKH=---YKLAOHH
2gpc-021-B YGHFGEYYKHDRAKHH-OGYKLOHH
Jesf=003=-Ds YGHFGEYYKNDRPEHH=-HGYKLAOHH
2epc-008-B YGHFGEY--HDRAAKH--GYK-OHH
2gpc-016-B YGHFGEY--HDRAAKHHAGYKLOHH
2epc=020-B YGHFGEY=--HDRAAKH=-=-GYKLAOHH
2epc-023-B YGHFGE---HDRAAKHHOGYKLOW
Jesf-001-Ds YGHFGEYYKNDRP————- HYK-0OHH
2gpc-009-Bs YGEYYKHDRA-KHHOGYK-LHH
2gpc-022-Bs YGEYYKHDRAARKHHOGYK~-LHH
4f 2n=001=-Ds YHFGEYYEHREA=-KHH-AYO-0OHH
df 2n-002=-Ds GYHHNFGEYYEHRRA-KHH-AYO-0OHH
A4f 2n=-007-0 GYHNFGEYYEHRRADKHH-AYO-OHH
df 2n=004=0 YHFGEYYEHREADKHH=-AYO=-0HH
2epc-013-Bs YGEYYKHDRAARKH=-==——~ YHH
BL30-001-Ds YoVOGEYYEHNYR=KHHAYH-FHOHH
5L30-003-D YEYOGEYYKHYR=-KHHAYHLFHOHH
5L 30-004-Ds YEYOGEYYEHYRPEHHAYH-FHOHH
BL30=008=-D YEVOGEYYKHYRPEHHAYHLFHOHH
2epc-011-Bs YHORAARKHHOGYKL
Consensus ++ =+ ¥ hfGEyykndra. .h, . .y..quh
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As for the HsSOD3 vs HsSOD1 pockets, 03 borderline-druggable pockets from HsSOD3 have shown similarity
with 06 druggable sites from HsSOD1; however, their similarity cap is 0.64, which indicates that the pockets rank very
close to the beginning of the “somewhat similar” threshold of PocketMatch. No pockets were considered very similar

(0.8 < P-max) between HsSOD3 and HsSOD1 (Figure 15).

The multiple sequence alignment of the unique overlapping pockets performed on MultAlin shows that in a 43-
residue span, 05 residues have a high consensus level, being present in more of 90% of the pockets and 15 residues have
a low consensus score, being present in 50% or more of the pockets. However, HsSODI1 crystallographic conformation
favor the retrieval of pockets that involves the two chains of this isoform, when compared to HsSOD1, thus explaining
the residue composition differences that were observed. This sequential alignment from the unique overlapping pockets

of HsSOD3 vs HsSOD is shown on Figure 16.

Fig. 15. Graphical representation of the region of the pockets on HsSOD3 (PDB: 2JLP) vs HsSOD1 (PDB: 2C9V),
which share similarity (PocketMatch’s P-max > 0.6). Druggable sites are shown in red-colored meshes and borderline-
druggable hotspots are shown in salmon-colored meshes. The average of the P-max values (0.64) is shown on the
bottom of the picture

HsSOD3 (PDB: 2JLP) HsSOD1 (PDB: 2C9V)

0.0 0.5 1.0
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Fig. 16. Sequential alignment of the unique overlapping pockets (P-max > 0.6) of HsSOD3 (PDB: 2JLP) vs HsSOD1
(PDB: 2C9V). On the bottom line, the low consensus (>50%) residues are presented in blue, while the high consensus
residues (>90%) are shown in red.

1 10 20 30 40 43

| 4 + + == |
2. jilp=004-B COYOGLCCYACOYOPSAT-LGCLACCYYG
2.ilp=005-B ACOYO-LCCYYGOYOPSATGLGCLACCY
2c9v=-005-0 YCYLKGDGH--GCACGYIG-CYLKGDOH=-=--—- TCGY
2c9v=-012-0 YCYLEGDGDHTGCACGYIGYCYLEGDH=-=-—- TCGYIG
2c9v=006=-0 YCYLKGDH===—=- TCGYIGYCYLKGDH===== TCGYIG
2civ=-007-0 YCYLKGH--————- CGYIG-CYLKGDGDHNTGCACGY
2c9v=-013-0 YCYLEGDH=----—- TCGYIGYCYLKGDGDHTGCACGYIG

Conzensus wovlkg... ...Ce¥Wip. Cvlke®, . .....cO0vV..iiaas

These values show that the pockets signaled by the PocketMatch routines were mostly conserved within
superoxide dismutase isoforms of the same family, and that human SOD2, due to its similarity to the trypanosomatids
SODs, has shown similar pocket/residue compositions. As the strength of the interactions of the FTMap probes is what
determines DrugPy pocket characterization as druggable or borderline-druggable, the attraction of the probes to the
heavily charged positive channel that attracts the superoxide ion to the SODs active site is probably stronger than all other
kinds of probe interactions to this family of enzymes. Other computational methods that prioritize protein perturbation
could lead to different mechanisms of modulation as those regions are less conservated. To shed light on this, an additional

protein-based method of pockets prioritization is discussed next.
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3.6 PocketMatch calculations for the Superoxide dismutase pockets on Allosite

The SOD representative structures were also submitted to Allosite (Huang et al., 2013) and 08 pockets were
found throughout 05 of the representative structures. TcSOD is the only isoform that the server could not retrieve any

significant allosteric site. The overview of the sites on their representative structures can be seen on Figure 10.

Fig. 17 Graphical representations (cartoon) of the Allosite pockets on the representative structures of superoxide
dismutase enzymes. [A] Leishmania major SOD (PDB: 4F2N); [B] Trypanosoma brucei SOD (PDB: 3ESF); [C] Homo
sapiens SOD2 (PDB: 5T30); [D] Homo sapiens SOD3 (PDB: 2JLP); [E] Homo sapiens SOD1 (PDB: 2C9V).
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The server also outputs characteristics of the allosteric sites found, including its volume (A?), its solvent-
accessible surface area (SASA, A?), druggability score (from 0 to 1) and probability of allosterism (%). These values can

be seen on Table 2.

Table 2 Characteristics of the allosteric sites found on the SOD representatives. The pockets column contains their PDB
code, and the table shows their volume (A3), SASA, (A2), Druggability score and allosteric probability (%).

Pocket Volume (A%) SASA (A%) Druggability Allosteric probability (%)
S01-4F2N 1135.592 617.355 0.769 94.02%
S02-3ESF 560.019 362.87 0.65 95.51%
S03-3ESF 620.918 385.317 0.139 73.69%
S04-3ESF 112.353 19.507 0.84 72.41%
S05-5T30 2158.79 809.677 0.816 93.87%
S06-2C9V 1459.593 715.741 0.131 82.68%
S07-2JLP 1175.386 523.664 0.735 97.41%
S08-2JLP 645.218 329.45 0.309 89.63%

When compared to the DrugPy SOD pockets, Allosite didn’t prioritize the highly conservated regions of
superoxide ion attraction, thus resulting in more diverse pockets located on hydrophobic pockets or loop regions, as seen
on Figure 10. To evaluate their differences, the pockets found on Allosite server were then exported and analyzed on
PocketMatch software. The P-max values of the sites are shown on Table 3. Only two pocket comparisons scored P-max
values > 0.6, those being a TbSOD vs TbSOD site comparison (S02-3ESF vs S03-3ESF) and a HsSOD3 vs HsSODI site

comparison (S06-2C9V vs S07-2JLP). All other sites were not classified as similar.
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Table 3 Values of similarity (P-max > 0.6) calculated for the Allosite pockets on Pocketmatch.

Pockets P-max

SO1-4F2N

S02-3ESF

S03-3ESF 0.24

S04-3ESF 0.17

S05-5T30 0.34

S06-2C9V 0.42

S07-2JLP 0.34

S08-2JLP 0.41

SO1-4F2N
S02-3ESF
S03-3ESF
S04-3ESF
S05-5T30
S06-2CoV
S07-2JLP
S08-2JLP

Conclusion

As an approach to understand the possibilities of superoxide dismutase (SOD) modulation in trypanosomatids
target due to its importance as a validated target to the parasites’ survival on its virulence stage to the hosts defense
mechanisms, we proposed a computational workflow which can be used to characterize SODs modulable pockets through
interspecies similarity studies, solvent mapping or feature-based regression and perturbation-based method, druggability
scores based on probes’ strength and clustering pattern and binding pockets comparison based on residue nature and
interatomic distances. On this scenario, three major families of SODs were characterized: human Cu-Zn SODs, human
Mn SODs and trypanosomatids SODs. The overall routine corroborates that the similarities of human SOD2 (MnSOD)
and trypanosomatids FeSOD is sufficient to grant similar allosteric sites spatial positions while maintaining similar
interatomic configurations, thus highlighting MnSOD ineffectiveness as an important factor for the discovery of
successful trypanosomatids’ superoxide dismutase modulators. This study highlights how conserved the most
energetically favorable sites on superoxide dismutases are, and how allosteric modulation outside the SODs positively
charged substrate channel could be useful as it shares way less features per isoform thus resulting in more selective

allosteric SOD modulators.
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Table 1S Superoxide dismutase enzymes returned from PDB in previously described search requirements (Dataset A).

PDB Code Organism Resolution (A)
1HL4 Homo sapiens 1.82 A
1HLS Homo sapiens 1.80 A
1INOJ Homo sapiens 220 A
1PUO Homo sapiens 1.70 A
2ADQ Homo sapiens 240A
2C9S Homo sapiens 1.24 A
2C9U Homo sapiens 1.24 A
209V Homo sapiens 1.07 A
2GPC Trypanosoma cruzi 1.90 A
2JLP Homo sapiens 1.70 A
2V0A Homo sapiens 1.15A
3ESF Trypanosoma brucei 2.01 A
4B3E Homo sapiens 2.15A
4DVH Trypanosoma cruzi 223 A
4F2N Leishmania major 1.85A
4FF9 Homo sapiens 2.50 A
4H3E Trypanosoma cruzi 225A
5T30 Homo sapiens 1.77A
5VF9 Homo sapiens 1.82 A
5YTO Homo sapiens 1.90 A
6A90 Homo sapiens 2.50 A
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Table 2S Superoxide dismutase enzymes returned from PDB in previously described search requirements (Dataset B).

PDB Code Organism Resolution (A) Exclusion
1APS Homo sapiens 220 A Mutant
1AP6 Homo sapiens 1.90 A Mutant
1EM1 Homo sapiens 2.13A Mutant
1HL4 Homo sapiens 1.82A

1HL5 Homo sapiens 1.80 A

1JAS Homo sapiens 2.12A Mutant
1LUV Homo sapiens 1.85A Mutant
1LUW Homo sapiens 230 A Mutant
1MSD Homo sapiens 320A Mutant
1INOJ Homo sapiens 220 A

INON Homo sapiens 1.82 A Mutant
10ZU Homo sapiens 1.30 A Mutant
1PL4 Homo sapiens 1.47 A Mutant
1PM9 Homo sapiens 1.70 A Mutant
1PUO Homo sapiens 1.70 A

1QNM Homo sapiens 230 A Mutant
1SPD Homo sapiens 240 A Mutant
1SZX Homo sapiens 1.95A Mutant
1UXL Homo sapiens 1.60 A Mutant
1UXM Homo sapiens 1.90 A Mutant
1VAR Homo sapiens 2.50 A Mutant
1XDC Homo sapiens 1.85A Mutant
1XIL Homo sapiens 1.53A Mutant
1ZSP Homo sapiens 1.90 A Mutant
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Table 2S Superoxide dismutase enzymes returned from PDB in previously described search requirements (Dataset B)

(cont.)
PDB Code Organism Resolution (A) Exclusion
1ZTE Homo sapiens 1.85A Mutant
1ZUQ Homo sapiens 2.00 A Mutant
2ADP Homo sapiens 240 A Mutant
2ADQ Homo sapiens 240 A
2C9S Homo sapiens 1.24 A
2C9U Homo sapiens 1.24 A
209V Homo sapiens 1.07 A
2GDS Homo sapiens 230A Mutant
2GPC Trypanosoma cruzi 1.90 A
2JLP Homo sapiens 1.70 A
2NAM Homo sapiens - Solution NMR
2P4K Homo sapiens 1.48 A Mutant
2QKA Homo sapiens 220 A Mutant
2QKC Homo sapiens 230 A Mutant
2V0A Homo sapiens 1.15A
2WKO Homo sapiens 1.97 A Mutant
2WYT Homo sapiens 1.00 A Mutant
2WYZ Homo sapiens 1.70 A Mutant
2WZ0 Homo sapiens 1.72 A Mutant
2WZ5 Homo sapiens 1.50 A Mutant
2WZ6 Homo sapiens 1.55A Mutant
2ZKY Homo sapiens 240 A Mutant
3C3S Homo sapiens 2.50 A Mutant
3C3T Homo sapiens 220 A Mutant
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Table 2S Superoxide dismutase enzymes returned from PDB in previously described search requirements (Dataset B)

(cont.)
PDB Code Organism Resolution (A) Exclusion
3ECU Homo sapiens 1.90 A No metalations
3ECV Homo sapiens 1.90 A Mutant
3ECW Homo sapiens 2.15A Mutant
3ESF Trypanosoma brucei 201 A
3GZ0 Homo sapiens 2.10 A Mutant
3GZP Homo sapiens 3.10A Mutant
3KH3 Homo sapiens 3.50 A Mutant
3KH4 Homo sapiens 3.50 A Mutant
3RE0 Homo sapiens 228 A No metalation
3T5W Homo sapiens 1.80 A Mutant
4A7G Homo sapiens 1.24 A Mutant
4A7Q Homo sapiens 1.22A Mutant
4A7S Homo sapiens 1.06 A Mutant
4A7T Homo sapiens 145 A Mutant
4A7U Homo sapiens 0.98 A Mutant
4A7V Homo sapiens 1.00 A Mutant
4B3E Homo sapiens 2.15A
4DVH Trypanosoma cruzi 223 A
4F2N Leishmania major 1.85A
4FF9 Homo sapiens 2.50 A
4H3E Trypanosoma cruzi 225A
5GXO0O Homo sapiens 230 A Mutant
5K02 Homo sapiens 1.99 A Mutant
503Y Homo sapiens 130 A Mutant
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Table 2S Superoxide dismutase enzymes returned from PDB in previously described search requirements (Dataset B)

(cont.)
PDB Code Organism Resolution (A) Exclusion
5040 Homo sapiens 1.50 A Mutant
5T30 Homo sapiens 1.77A
5VF9 Homo sapiens 1.82A
5YTO Homo sapiens 1.90 A
5YTU Homo sapiens 1.90 A No metalation
5YUL Homo sapiens 1.90 A No metalation
6A90 Homo sapiens 2.50 A
6FFK Homo sapiens 1.94 A No metalation
6SPA Homo sapiens 1.65A Mutant
6SPH Homo sapiens 225A Mutant
6SPI Homo sapiens 2.80 A Mutant
6SPJ Homo sapiens 1.97 A Mutant
6SPK Homo sapiens 2.77 A Mutant
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Table 3S Pockets predicted by DrugPy for the LmSOD representative structure. Their class, sum of probes strength (S),
initial cluster strength (S0), center-to-center cluster distance (CD) and maximum distance (MD) are described.

Pocket Class S SO CD MD
4F2N-Ds.001 Druggable small 30 30 0 8.79
4F2N-Ds.002 Druggable small 26 26 0 8.96
4F2N-Ds.003 Druggable small 42 30 4.05 9.94
4F2N-D.004 Druggable 35 30 3.34 10.63
4F2N-Ds.005 Druggable small 37 26 4.23 9.77
4F2N-Ds.006 Druggable small 33 26 3.21 8.96
4F2N-D.007 Druggable 47 30 6.27 10.63
4F2N-D.008 Druggable 44 26 59 10.06

Table 4S Fractional overlap of the DrugPy pockets from LmSOD (PDB: 4F2N).

Pocket: Fractional overlap
4F2N-Ds.001
4F2N-Ds.002 0
4F2N-Ds.003 0.97 0
4F2N-D.004 0.95 0 0.96
4F2N-Ds.005 0 0.96 0 0
4F2N-Ds.006 0 0 0
4F2N-D.007 0.94 0 0.97 0.96 0 0
4F2N-D.008 0 0.97 0 0 0.96 0

¥4 ¥4 ¥4 ¥4 A A | ¥ | Fa
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Table 5S Pockets predicted by DrugPy for the TcSOD representative structure. Their class, sum of probes strength (S),
initial cluster strength (S0), center-to-center cluster distance (CD) and maximum distance (MD) are described.

Pocket Class S S0 CD MD
2GPC-Ds.001 Druggable small 17 17 0 7.44
2GPC-Bs.002 Borderline-druggable small 15 15 0 7.68
2GPC-Ds.003 Druggable small 25 17 4.8 8.54
2GPC-Bs.004 Borderline-druggable small 30 15 4.68 9.35
2GPC-Bs.005 Borderline-druggable small 29 15 3.94 8.92
2GPC-B.006 Borderline druggable 20 15 6.06 11.11
2GPC-Bs.007 Borderline-druggable small 19 15 2.87 8.59
2GPC-B.008 Borderline druggable 17 15 6.96 10.32
2GPC-Bs.009 Borderline-druggable small 29 15 5.19 9.63
2GPC-B.010 Borderline druggable 19 15 5.99 10.21
2GPC-Bs.011 Borderline-druggable small 17 15 5.81 9.63
2GPC-B.012 Borderline druggable 18 14 5.7 10.77
2GPC-Bs.013 Borderline-druggable small 16 14 4.92 8.73
2GPC-Bs.014 Borderline-druggable small 44 15 5.19 9.63
2GPC-B.015 Borderline druggable 34 15 5.99 10.21
2GPC-B.016 Borderline druggable 32 15 6.96 10.32
2GPC-B.017 Borderline druggable 33 15 5.7 10.77
2GPC-B.018 Borderline druggable 31 15 6.96 10.32
2GPC-B.019 Borderline druggable 24 15 6.06 11.11
2GPC-B.020 Borderline druggable 21 15 6.96 10.32
2GPC-B.021 Borderline druggable 33 15 5.99 10.77
2GPC-Bs.022 Borderline-druggable small 31 15 5.81 9.63
2GPC-B.023 Borderline druggable 21 15 6.94 10.27
2GPC-B.024 Borderline druggable 20 14 6.94 10.77




Table 6S Fractional overlap of the DrugPy pockets from TcSOD (PDB: 2GPC).

Pocket

2GPC-Ds.001

2GPC-Bs.002

2GPC-Ds.003

2GPC-Bs.004

2GPC-Bs.005

2GPC-B.006

2GPC-Bs.007

2GPC-B.008

2GPC-Bs.009

2GPC-B.010

2GPC-Bs.011

2GPC-B.012

2GPC-Bs.013

2GPC-Bs.014

2GPC-B.015

2GPC-B.016

2GPC-B.017

2GPC-B.018

2GPC-B.019

2GPC-B.020

2GPC-B.021

2GPC-Bs.022

2GPC-B.023

2GPC-B.024
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2GPC-
Ds.001

61



Table 6S Fractional overlap of the DrugPy pockets from TcSOD (PDB: 2GPC) (cont.)

Pocket

FO

2GPC-Ds.001

2GPC-Bs.002

2GPC-Ds.003

2GPC-Bs.004

2GPC-Bs.005

2GPC-B.006

2GPC-Bs.007

2GPC-B.008

2GPC-Bs.009

2GPC-B.010

2GPC-Bs.011

2GPC-B.012

2GPC-Bs.013

2GPC-Bs.014

2GPC-B.015

2GPC-B.016

2GPC-B.017

2GPC-B.018

2GPC-B.019

2GPC-B.020

2GPC-B.021

2GPC-Bs.022

2GPC-B.023

2GPC-B.024

62



63

Table 7S Pockets predicted by DrugPy for the TbSOD representative structure. Their class, sum of probes strength (S),
initial cluster strength (S0), center-to-center cluster distance (CD) and maximum distance (MD) are described.

Pocket Class S SO CD MD
3ESF-Ds.001 Druggable small 28 28 0 9.09
3ESF-Ds.002 Druggable small 24 24 0 7.58
3ESF-Ds.003 Druggable small 43 28 4.37 9.15
3ESF-Ds.004 Druggable small 38 24 4.54 9.29

Table 8S Fractional overlap of the DrugPy pockets of the TbSOD (PDB: 3ESF). The druggable sites are shown in red
meshes, with their constituent probes shown as sticks.

Pocket Fractional overlap:
3ESF-Ds.001
3ESF-Ds.002
3ESF-Ds.003
3ESF-Ds.004
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Table 9S Pockets predicted by DrugPy for the HsSOD2 representative structure. Their class, sum of probes strength (S),
initial cluster strength (S0), center-to-center cluster distance (CD) and maximum distance (MD) are described.

Pocket Class S SO CD MD
5T30-Ds.001 Druggable small 32 32 0 9.91
5T30-Ds.002 Druggable small 28 28 0 8.21
5T30-D.003 Druggable 43 32 4.87 11.32
5T30-Ds.004 Druggable small 35 32 3.65 9.91
5T30-D.005 Druggable 35 28 4.56 10.43
5T30-D.006 Druggable 33 28 4.69 11.11
5T30-Ds.007 Druggable small 32 28 3.6 8.42
5T30-D.008 Druggable 46 32 4.87 11.32
5T30-D.009 Druggable 40 28 4.69 11.11
5T30-D.010 Druggable 39 28 4.56 10.43
5T30-D.011 Druggable 37 28 5.58 11.11

Table 10S. Fractional overlap of the DrugPy pockets from HsSOD2 (PDB: 5T30).

Pocket Fractional overlap

5T30-Ds.001

5T30-Ds.002

5T30-D.003

5T30-Ds.004

5T30-D.005

5T30-D.006

5T30-Ds.007

5T30-D.008

5T30-D.009

5T30-D.010 0

5T30-D.011 0
=S8 28 £/ 8|8 2 ¢z
Sl &g |45 |5|4(5/5|3]3
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Table 118 Pockets predicted by DrugPy for the HsSOD3 representative structure. Their class, sum of probes strength
(S), initial cluster strength (S0), center-to-center cluster distance (CD) and maximum distance (MD) are described.

Pocket Class S SO CD MD
2JLP-Ds.001 Druggable small 17 17 0 8.35
2JLP-D.002 Druggable 27 17 4.46 12.05
2JLP-D.003 Druggable 25 17 5.95 13.18
2JLP-B.004 Borderline druggable 26 14 6.33 10.51
2JLP-B.005 Borderline druggable 22 14 6.97 10.45
2JLP-B.006 Borderline druggable 34 14 6.97 10.51

Table 128 Fractional overlap of the DrugPy pockets from HsSOD3 (PDB: 2JLP).

Site: Fractional Overlap

2JLP-Ds.001

2JLP-D.002

2JLP-D.003

2JLP-B.004

2JLP-B.005

2JLP-B.006

2JLP-Ds.001
2JLP-D.002
2JLP-D.003
2JLP-B.004
2JLP-B.005
2JLP-B.006
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Table 13S Pockets predicted by DrugPy for the HsSOD1 representative structure. Their class, sum of probes strength
(S), initial cluster strength (S0), center-to-center cluster distance (CD) and maximum distance (MD) are described.

Pocket Class S SO CD MD
2C9V-Ds.001 Druggable small 20 20 0 9.43
2C9V-Ds.002 Druggable small 17 17 0 7.33
2C9V-Ds.003 Druggable small 16 16 0 7.1
2C9V-Bs.004 Borderline-druggable small 14 14 0 7.16
2C9V-D.005 Druggable 37 20 6.2 13.62
2C9V-D.006 Druggable 36 20 5.02 12.04
2C9V-D.007 Druggable 34 20 6.78 11.85
2C9V-D.008 Druggable 26 20 3.62 10.27
2C9V-D.009 Druggable 33 17 7.34 12.09
2C9V-D.010 Druggable 30 16 7.78 14.28
2C9V-D.011 Druggable 22 16 7.75 12.78
2C9V-D.012 Druggable 53 20 7.34 13.62
2C9V-D.013 Druggable 50 20 7.78 14.28

2C9V-D.014 Druggable 42 20 7.75 12.78




Table 14S Fractional overlap of the DrugPy pockets from HsSOD1 (PDB: 2C9V).

Pocket Fractional overlap

2C9V-Ds.001

2C9V-Ds.002 | 0.36

2C9V-Ds.003 [ 0.75 | 0.02

2C9V-Bs.004 | 0.04 | O 0

2C9V-D.005 | 0.73 | 0.55 | 0.24 | 0.01

2C9V-D.006 .0.15 0.62 | 0.01

2C9V-D.007 | 0.66 | 0.14 | 0.26 | 0.36 | 0.66 | 0.66

2C9V-D.008 .0.19 0.34 | 0.01

2C9V-D.009 | 0.54 | 0.56 | 045 | O 0.64 | 0.54 | 0.54

2C9V-D.010 | 0.42 | 0.01 | 0.52 | 0.45 | 0.42 | 0.54 | 0.55 | 0.42 | 0.52

2C9v-D.011 [ 0.53 | 0.00 |0.76 | 0 | 0.53 0.53 1 0.53 | 0.76 | 0.76
2C9V-D.012 | 0.74 | 0.42 | 0.43 | 0.00 0.5 |0.74 | 0.74 . 0.43 | 0.64
2C9V-D.013 [ 0.69 | 0.11 | 0.46 | 0.26 | 0.69 | 0.75 0.69 | 0.51 | 0.72 | 0.69 | 0.75

2C9V-D.014 .0.13 0.56 | 0.01 0.62 | 0.56

2C9V-Ds.002
2C9V-Ds.003
2C9V-Bs.004
2C9V-D.005
2C9V-D.006
2C9V-D.007
2C9V-D.008
2C9V-D.009
2C9V-D.010
2C9V-D.011
2C9V-D.012

2C9V-Ds.001

2C9V-D.013
2C9V-D.014
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Table 15S Values of similarity (P-max > 0.6) calculated for TcSOD (PDB: 2GPC), TbSOD (PDB: 3ESF), LmSOD
(PDB: 4F2N) and SOD2 (PDB: 5T30).

Pocket Pmax
3esf-001-Ds 0.63 0.72 | 0.62 | 0.33
3esf-002-Ds 0.61 0.6 0.33
3esf-003-Ds 0.48 | 0.61 | 0.63 | 049 | 0.28
3esf-004-Ds 0.5 | 0.64 | 0.67 | 0.51 | 03
4f2n-001-Ds 06 | 046 | 069 | 0.65 | 0.7 | 0.58 | 0.49 | 0.61 | 0.63 | 0.54 | 0.29 [ 0.7
412n-002-Ds 0.61 | 0.46 | 0.69 | 0.65 | 0.71 | 0.58 | 048 | 0.61 | 0.64 | 0.54 | 03 | 0.71
4f2n-003-Ds 052 | 0.4 | 0.68 | 0.59 [ 0.62 | 0.55 | 0.43 | 0.55 | 0.57 | 049 | 0.26 | 0.62
4f2n-004-D 0.56 | 0.42 | 0.71 | 0.59 [ 0.65 | 0.53 | 0.44 | 0.57 | 0.59 | 0.49 | 0.27 | 0.65
412n-005-Ds 053 | 0.4 | 0.69 | 059 | 0.63 | 0.54 | 043 | 0.55 | 0.57 | 0.49 | 0.27 | 0.63
4f2n-006-Ds 0.61 | 0.46 | 0.69 | 0.65 | 0.71 | 0.58 | 0.48 | 0.61 | 0.64 | 0.54 | 0.3 | 0.71
4f2n-007-D 049 | 037 | 0.64 | 054 | 058 | 05 | 04 | 0.51 | 0.53 | 045 | 0.25 | 0.58
4f2n-008-D 053 | 04 | 069 | 059 | 0.63 | 0.54 | 0.43 | 0.55 | 0.57 | 0.49 | 0.27 | 0.63
5t30-001-Ds 0.47 | 038 | 0.62 | 0.57 | 0.57 | 0.56 | 0.42 | 0.5 | 0.54 | 0.47 | 0.25 | 0.58
5t30-002-Ds 068 | 054 | 0.56 | 0.6 [ 0.61 | 0.52 | 0.58 | 0.61 | 0.63 | 0.6 | 0.35 | 0.59
5t30-003-D 0.43 | 035 [ 057 | 0.54 | 0.53 | 0.55 | 0.39 | 0.47 | 0.51 | 044 | 0.24 | 0.54
5t30-004-Ds 044 | 036 | 059 | 0.54 | 054 | 0.55 | 0.4 | 0.48 | 0.51 | 0.45 | 0.25 | 0.55
5t30-005-D 0.44 | 036 | 059 | 0.54 | 0.54 | 055 | 0.4 | 0.48 | 0.51 | 0.45 | 0.25 | 0.55
5t30-006-D 0.49 | 039 | 0.64 | 0.58 | 0.58 | 0.56 | 0.42 | 0.51 | 0.57 | 0.49 | 0.27 | 0.6
5t30-007-Ds 0.57 | 048 | 0.62 | 0.66 | 0.68 | 0.64 | 0.52 | 0.61 | 0.67 | 0.54 | 0.32 | 0.66
5t30-008-D 04 033054 05 | 05 | 054037 ] 045|048 | 041 | 023 | 0.52
5t30-009-D 04 | 033054 ] 05 ] 05 | 054|037 | 045|048 | 041 | 023 | 0.52
5t30-010-D 0.44 | 036 | 059 | 0.54 | 0.54 | 0.55 | 0.4 | 0.48 | 0.51 | 0.45 | 0.25 | 0.55
5t30-011-D 042 | 034|057 | 052 | 052|054 | 038 | 046 | 051 | 043 | 024 | 0.54
Al@da|ld| @& | 8| 2| @& |2 | 8| a|4]=
s | 22| 2|2|8|s|g|g||=2]¢
S A - - I I - I B A B Bt
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Table 15S Values of similarity (P-max > 0.6) calculated for TcSOD (PDB: 2GPC), TbSOD (PDB: 3ESF), LmSOD
(PDB: 4F2N) and SOD2 (PDB: 5T30). (cont.)

Pocket Pmax
3esf-001-Ds 0.59 | 063 | 0.7 | 0.64 0.6 0.63 | 0.68 | 0.66
3esf-002-Ds 0.56 | 0.71 | 0.74 | 0.7 0.65 0.71 0.71
3esf-003-Ds 0.41 0.62 0.61 | 0.68 0.67 | 0.62
3esf-004-Ds 0.43 0.65 0.62 | 0.7 0.7 | 0.64
412n-001-Ds 046 | 0.62 | 0.65 | 0.63 | 0.68 | 0.69 | 0.58 | 0.63 | 0.62 | 0.64 | 0.6 | 0.67
412n-002-Ds 046 | 062 | 0.65 | 0.63 | 0.68 | 0.69 | 0.58 | 0.63 | 0.62 | 0.65 | 0.6 | 0.67
412n-003-Ds 0.4 0.67 | 0.59 | 0.66 | 0.65 | 0.64 | 0.55 | 0.57 | 0.67 | 0.58 | 0.55 | 0.64
412n-004-D 043 | 0.64 | 0.59 | 0.65 | 0.67 | 0.66 | 0.53 | 0.59 | 0.64 | 0.6 | 0.56 | 0.66
412n-005-Ds 0.4 0.67 | 0.59 | 0.66 | 0.65 | 0.64 | 0.54 | 0.57 | 0.67 | 0.59 | 0.56 | 0.65
412n-006-Ds 046 | 062 | 0.65 | 0.63 | 0.68 | 0.69 | 0.58 | 0.63 | 0.62 | 0.65 | 0.6 | 0.67
4f2n-007-D 0.38 | 0.69 | 0.54 | 0.62 | 0.6 0.6 0.5 | 0.53 [ 0.69 | 0.55 | 052 | 0.6
412n-008-D 0.4 0.67 | 0.59 | 0.66 | 0.65 | 0.64 | 0.54 | 0.57 | 0.67 | 0.59 | 0.56 | 0.65
5t30-001-Ds 0.37 | 0.66 | 0.57 | 0.62 | 0.6 | 0.59 | 0.56 | 0.53 | 0.66 | 0.56 | 0.52 | 0.6
5t30-002-Ds 0.57 | 0.51 0.6 | 0.52 | 0.57 | 0.58 | 0.52 | 0.57 | 0.51 0.6 | 0.53 | 0.56
5t30-003-D 035 | 0.66 | 0.54 | 0.6 | 0.57 | 0.56 | 0.55 | 0.51 | 0.66 | 0.53 | 0.5 | 0.57
5t30-004-Ds 035 | 0.67 | 0.54 | 0.6 | 0.58 | 0.57 | 0.55 | 0.51 | 0.67 | 0.53 | 0.51 | 0.57
5t30-005-D 035 | 067 | 054 | 0.6 | 0.58 | 0.57 | 0.55 | 0.51 | 0.67 | 0.53 | 0.51 | 0.57
5t30-006-D 0.39 | 0.63 | 0.58 | 0.64 | 0.62 | 0.6 | 0.56 | 0.54 | 0.63 | 0.58 | 0.54 | 0.61
5t30-007-Ds 049 | 059 | 0.66 | 0.6 | 0.65 | 0.66 | 0.64 | 0.65 | 0.59 | 0.67 | 0.62 | 0.64
5t30-008-D 032 | 063 | 05 | 057 | 055 | 053 | 054 | 049 | 0.63 | 0.51 | 048 | 0.54
5t30-009-D 032 | 063 | 05 | 057 | 055 | 053 | 0.54 | 049 | 0.63 | 0.51 | 0.48 | 0.54
5t30-010-D 035 | 0.67 | 0.54 | 0.6 | 0.58 | 0.57 | 0.55 | 0.51 | 0.67 | 0.53 | 0.51 | 0.57
5t30-011-D 034 | 0.65 | 0.52 | 0.59 | 0.57 | 055 | 0.54 | 0.5 | 0.65 | 0.53 | 0.5 | 0.56
4 &4 0 0 0 = A < D &4 0 o
2 2] 2| 2| 5| §| 3| § § g § 32
g 2 2 2 2 8. 2 8. 2 2 2 8.
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Table 16S Values of similarity (P-max > 0.6) calculated for TbSOD (PDB: 3ESF), LmSOD (PDB: 4F2N) and HsSOD2
(PDB: 5T30)

Pocket Pmax
4f2n-001-Ds 0.64 0.7 | 0.58 | 0.61
42n-002-Ds 0.64 0.7 | 0.58 | 0.62
421n-003-Ds 0.56 | 0.61 | 0.62 | 0.65
4£21n-004-D 0.59 | 0.65 [ 0.6 | 0.63
4£2n-005-Ds 0.57 | 0.62 | 0.62 | 0.65
4f21n-006-Ds 0.64 0.7 | 0.58 | 0.62
421n-007-D 0.53 | 0.57 | 0.64 | 0.65
421n-008-D 0.57 | 0.62 | 0.62 | 0.65
5t30-001-Ds 0.52 | 056 | 0.62 | 0.63 | 063 | 0.63 | 0.7 | 0.63 | 0.7 | 0.63 | 0.67 | 0.7
5t30-002-Ds 066 | 064 | 049 | 053 | 059 | 0.6 | 0.52 | 0.54 | 0.53 | 0.6 | 0.48 | 0.53
5t30-003-D 048 | 052 | 0.65 | 0.63 | 0.58 | 0.58 | 0.66 | 0.58 | 0.66 | 0.58 | 0.66 | 0.66
5t30-004-Ds 0.5 0.53 | 0.66 | 0.64 | 0.59 | 0.59 | 0.66 | 0.59 | 0.66 | 0.59 | 0.67 | 0.66
5t30-005-D 0.5 0.53 | 0.66 | 0.64 | 0.59 | 0.59 | 0.66 | 0.59 | 0.66 | 0.59 | 0.67 | 0.66
5t30-006-D 0.54 | 0.58 | 0.58 | 0.61 | 0.65 | 0.66 | 0.7 | 0.66 | 0.71 | 0.66 | 0.65 | 0.71
5t30-007-Ds 0.65 0.7 | 059 | 0.62 | 0.64 | 0.64 | 0.58 | 0.58 | 0.59 | 0.64 | 0.54 | 0.59
5t30-008-D 046 | 049 | 0.63 | 0.61 | 0.54 | 0.54 | 0.62 | 0.55 | 0.62 | 0.54 | 0.62 | 0.62
5t30-009-D 046 | 049 | 0.63 | 0.61 | 0.54 | 0.54 | 0.62 | 0.55 | 0.62 | 0.54 | 0.62 | 0.62
5t30-010-D 0.5 0.53 | 0.66 | 0.64 | 0.59 | 0.59 | 0.66 | 0.59 | 0.66 | 0.59 | 0.67 | 0.66
5t30-011-D 048 | 052 | 0.65 | 0.63 | 0.57 | 0.57 | 0.64 | 0.57 | 0.65 | 0.57 | 0.65 | 0.65
= I T - A O - O I - O I T - T - T R
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Table 17S Values of similarity (P-max > 0.6) calculated for the HsSOD3 (PDB: 2JLP) and HsSOD1 (PDB: 2C9V)
pockets on PocketMatch.

Pocket P-max
2jlp-001-Ds 048 [ 0.26(0.45|0.26]0.41]|0.39| 0.4 |0.48|0.45|0.48|0.43|0.32|0.32 0.39
2jlp-002-D 0.58 | 0.22{0.38|0.21| 0.5 |0.48[0.49|0.58|0.53|0.57{051| 04 | 04 | 048
2jlp-003-D 0.55 {0.190.34|0.18 { 0.53|0.520.52|0.55]0.56|0.510.55|0.45|0.44 | 0.52
2jlp-004-B 0.47 |0.11{0.27|0.11 { 0.61 | 0.61 [ 0.61 | 0.47 | 0.53|0.39|0.51|0.57|0.57 | 0.61
2jlp-005-B 0.51 | 0.120.29|0.12 { 0.64 | 0.61 [ 0.64 | 0.51 | 0.58 | 0.43 | 0.55| 0.56 | 0.56 | 0.61
2jlp-006-B 0.39 | 0.09 {0.220.09 | 0.53]0.55]0.53|0.39|0.45|0.33|0.46 | 0.64 | 0.64 | 0.55

2¢9v-001-Ds
2¢9v-002-Ds
2¢9v-003-Ds
2c¢9v-004-Bs
2¢9v-005-D
2¢9v-006-D
2¢9v-007-D
2¢9v-008-D
2¢9v-009-D
2c¢9v-010-D
2c¢9v-011-D
2¢9v-012-D
2c¢9v-013-D
2c¢9v-014-D
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CAPITULO 2

Manuscrito 02 — Identifica¢do de novos inibidores para a superoxido dismutase de Leishmania
braziliensis por ensaios de deslocamento térmico (Thermofluor) e rotinas de dinamica molecular.

Capitulo em portugués formatado de acordo com as normas de tese para o programa
PPGBiotec/UEFS. Material precursor de artigo submetido a revista Memorias do Instituto Oswaldo

Cruz.
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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma grave ameaga a saude global e a qualidade de vida de milhdes de pessoas,
perpetuando e agravando condicdes socioeconOmicas desfavoraveis. A auséncia de terapias efetivas
e seguras para a doenga reforga a urgéncia no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. A
enzima superoxido dismutase (SOD) do parasito apresenta-se como um alvo promissor para a
interrupgao do seu ciclo de vida por ser a primeira via de defesa ao estresse oxidativo. Nesse contexto,
catdlogos de compostos contendo potenciais moduladores alostéricos da SOD de Leishmania
determinados por métodos computacionais e/ou compostos oriundos de produtos naturais foram
avaliados frente a SOD de Leishmania braziliensis (LbSODB2) por meio de ensaios de deslocamento
térmico (Thermofluor) e estudos de dindmica molecular (DM) e calculos MM/PBSA. Os compostos
C04 e C11 apresentaram alta afinidade e relagdao dose-resposta frente a LbSODB2, com valores
respectivos de Kb (constante de ligacao) de 12 uM e 3,6uM, respectivamente, e os residuos GLU164
e ARG175 exercem papeis cruciais na estabilizacdo dos ligantes na interface da enzima. O trabalho
abre perspectivas para melhorias estruturais nos compostos de modo a aprimorar suas propriedades

farmaco-similares em busca de novas alternativas terapéuticas para a leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose, Superdxido dismutase, Alosterismo
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ABSTRACT

Leishmaniasis remains not only a serious global public health concern, for affecting millions of
people, but also as a socioeconomic burden on developing countries. The lack of effective and safe
therapies for the disease reinforces the urgency of developing new therapeutic approaches. The
parasite's superoxide dismutase (SOD) enzyme, as it is the first defense pathway against oxidative
stress, is a promising target for the disease. In this context, product catalogs containing potential
allosteric modulators of Leishmania SOD determined by computational methods and/or compounds
derived from natural products were evaluated against Leishmania braziliensis SOD (LbSODB?2)
through thermal shift assays (Thermofluor), molecular dynamics (MD) studies, and MM/PBSA
calculations. Compounds C04 and C11 showed high affinities and dose-response relationship against
LbSODB2, with relative Kb (binding constant) values of 12 uM and 1.1 puM, respectively, and
residues GLU164 and ARG175 play crucial roles in stabilizing the ligands at the enzyme interface.
This work opens perspectives for structural improvements in the compounds in order to enhance their

drug-like properties in search of new therapeutic alternatives for leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis, Superoxide dismutase, Allosterism
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose, parasitose causada por protozodrios do género Leishmania, tem incidéncia de
700 mil a 1 milhdo de casos anuais (WHO, 2024). E endémica em todos os continentes exceto a
Oceania, abrangendo primariamente paises subdesenvolvidos e perpetuando ciclos de pobreza por
conta do seu impacto social e econdmico (VOLPEDO et al., 2022; WAMAI et al., 2020). A
leishmaniose muco-cutanea, forma clinica mais comum da doenga, pode causar ulceragdes e
desfiguragdes severas e tem a espécie Leishmania (Viannia) braziliensis como agente etiologico mais
difundido nas Américas (FERREIRA et al., 2022; MORALIS et al., 2022; PENA et al., 2020).

O repertério de farmacos para tratar pacientes com leishmaniose ¢ limitado por uma série de
problemas, como: efeitos adversos severos, altos custos e baixa adesdo ao tratamento devido a
necessidade de hospitalizacdo e longos cronogramas de tratamento (SASIDHARAN; SAUDAGAR,
2021). Os protocolos de tratamento com maior chance de cura para a leishmaniose tém no minimo
20 dias de duragao, podendo se estender até¢ 42 dias (GARZA-TOVAR et al., 2020), e. no Brasil,
geram um custo por paciente que varia de US$167,66 (com o uso de antimoniais) até US$258,92 com
o uso da miltefosina (CARVALHO et al., 2021). Somado a isso, o surgimento de cepas resistentes a
esses farmacos e recidivas pos-tratamento destacam a necessidade da descoberta de novos
tratamentos (WIJNANT et al., 2022).

Uma forma de alcancar esse objetivo ¢ explorar alvos e mecanismos exclusivos, validados
e/ou essenciais para a sobrevivéncia do parasita. As enzimas superdxido dismutase (SOD, E.C.
1.15.1.1) sdo o principal mecanismo de defesa dos parasitas frente ao estresse oxidativo (CHOI et al.,
2021), constituindo assim um alvo viavel para o desenvolvimento de novos candidatos a firmacos
antileishmania.

Estudos mostram que a diminui¢do da expressao da SOD reduz significativamente a viruléncia
de Leishmania (GETACHEW; GEDAMU, 2012; SANTI; MURTA, 2022; TESSAROLLO et al.,
2015; VERONICA et al., 2019), e inversamente, a superexpressao dos genes da SOD est4 associada
a resisténcia a farmacos antimoniais em isolados clinicos (BAHRAMI et al., 2022). De maneira
complementar ao volume do seu substrato (ion superoxido), a SOD ¢ uma metaloenzima com sitio
ativo de baixo volume (PERRY et al., 2010). O ion superdxido ¢ atraido por um estreito canal
interdimérico formato por distancias de 2,7 a 2,9 A entre os seus residuos (MUNOZ et al., 2005), o
que dificulta a possibilidade de modulagdo por rotinas fAirmaco-receptor comuns. Neste contexto, a
modulacdo alostérica da SOD seria favorecida ndo apenas pelas caracteristicas da enzima, mas
também como uma forma de priorizar regides menos conservadas na isoforma, assim melhorando a

seletividade.
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A inibi¢do da SOD em tripanossomatideos ¢ relatada com o uso de quelantes de metal como
o tetratiomolibdato (DONATE et al., 2008), N-N'-dietilditiocarbamato (LUSHCHAK et al., 2005) e
derivados de benzoftalazinas (SANZ et al., 2008), que carecem de seletividade e, portanto, ndo podem
ser usados para tratar a leishmaniose.

Embora seja uma classe de enzimas também presente no hospedeiro, as SODs humana e
tripanossomatideos apresentam diferengas estruturais significativas e cofatores metélicos diferentes
(ex.: SODs humanas com Cu-Zn ou Mn e os tripanossomatideos com Fe) (MAURYA; NAMDEO,
2022; ROSA et al., 2021), justificando a possibilidade da inibi¢ao seletiva de SOD de parasitos.

Uma via para selecionar candidatos a inibidores alostéricos com perfil de seletividade para a
isoforma do parasito ¢ através do emprego de técnicas computacionais como dindmica molecular e
modelo farmacoforico. Estudos anteriores (SOUZA et al., 2021) resultaram na priorizacdo de 10
compostos com capacidade de modulagdo alostérica da SOD de Leishmania chagasi. Com base
nesses achados, esse artigo tem como proposta a avaliagdo de potenciais inibidores para a superoxido
dismutase B2 de Leishmania braziliensis (LbSODB2) através de ensaios de deslocamento térmico

(Thermofluor) (NIESEN; BERGLUND; VEDADI, 2007) e de estudos de dindmica molecular.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. CONJUNTO DE COMPOSTOS ANALISADOS FRENTE A LBSODB2

Inicialmente, 10 compostos sintéticos e oriundos do catdlogo de moléculas Sigma-Aldrich®
CPR depositados no banco ZINC (IRWIN et al., 2020), que obtiveram sobreposi¢do (valor de QFIT,
do inglés query fit) acima de 80% para um modelo farmacoférico da SOD de Leishmania chagasi

previamente construido (SOUZA et al., 2021) foram adquiridos para testagem em LbSODB?2 (Figura
1).



76

D

C03 - MM: 363,46 - QFIT: 86,65

OH

N. H

2\ Y
) A"{;ﬂ\‘\ x
Vi { §
Y ’g”@lﬁ O)l*\‘Nm/\/\/\/\/

o}

CO05 - MM: 312,35 - QFIT: 80,78

N-~NH

Cl

C02 - MM: 251,63 - QFIT: 82,60

C04 - MM: 251,28 - QFIT: 84,45

O OH OH

M"\ OH OH

C06 - MM: 382.42 - QFIT: 80,59

7 N\ ;LNH (

_I\# NHNfﬁo
© OH

C10 - MM: 363.46 - QFIT: 82,45

Figura 1: Compostos de origem sintética utilizados no estudo (C01-C10), junto aos seus valores de massa molecular
(MM) e sobreposi¢do ao modelo farmacoférico (QFIT). Caracteristicas do modelo farmacoférico: hidrofobico (ciano),
doador (rosa) e aceptor (verde) de liga¢des de hidrogénio. Compostos sdo apresentados em cinza (carbono).
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Adicionalmente, 03 compostos oriundos de produtos naturais cedidos por colaboradores
foram avaliados computacionalmente frente a um sitio alostérico predito para superoxido dismutase
de tripanossomatideos (SOUZA et. al., 2025, no prelo)! através de acoplamento molecular frente a
LbSODB?2 realizado com o auxilio do programa gnina (MCNUTT et al., 2021).

Como até o momento ndo ha deposito de estrutura cristalografica de LbSODB2 em bancos de
dados, a proteina foi modelada por homologia no servidor SWISS-MODEL (WATERHOUSE et al.,
2018), tendo como modelo a superdxido dismutase de Leishmania major (99% de similaridade
sequencial)!. A analise do acoplamento dos compostos resultou na inclusio destes nas etapas
posteriores, visto que apresentaram concomitantemente valores de energia (Vina) menores que -6,0
kcal/mol e valores de afinidade por aprendizado profundo por redes neurais convolucionais (CNN)
acima de 4,5, correspondendo a constantes de dissociagdo previstas (Kd) na faixa micromolar (~30—

100 uM) (PUTRA, PURNAWAN PONTANA, 2023) (Figura 2).

! Corresponde ao capitulo 01 desta tese.
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Figura 2: Compostos oriundos de produtos naturais (C11, C13 e C16) utilizados no estudo, junto as suas poses de
acoplamento frente a LbSODB2 e aos respectivos valores de pontuacdo Vina, pontuagdo CNN (gnina) e massa
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molecular (MM). O sitio alostérico predito para tripanossomatideos € apresentado em mesh vermelho, sobreposto a

proteina em cartoon roxo.
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2.2. CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO DE LBSODB2

Para a expressdo de LbSODB2, células de E. coli BI21(DE3) contendo os plasmideos
pETM11-LbSODB?2 gentilmente cedidos por Brito e colaboradores (2018) foram cultivadas a 37
°C/180 rpm em meio Luria-Bertani suplementado com 30 pg/mL de canamicina até o meio atingir
uma densidade optica de 0,6-0,9 (OD 600nm). Em seguida, ImL de cloreto de ferro (II) e ImM de
isopropil-p-D-tiogalactosideo (IPTG) foram adicionados a cultura para induzir a expressdo de
LbSODB2 enquanto o sistema era mantido na temperatura de 20°C. O meio foi centrifugado 16 horas
depois (8.000 rpm, 4 ° C, 30 min) e depois ressuspenso em tampao PBS pH 7, suplementado com
fluoreto de fenilmetanossulfonil ImM. As células foram incubadas com 0,5 mg/mL de lisozima
durante 30 minutos em banho de gelo e depois sonicadas em ciclos de 15 segundos, com intervalos
de 30 s, 10 ciclos a 9 Watts. A fracdo soluvel foi clarificada por centrifugacao (15.000 rpm, 20 min,
4 ° C) e depois filtrada em coluna HisTrap HP (GE Healthcare), pré-equilibrada com tampao PBS
suplementado com 20 mM de imidazol. A coluna foi lavada com 20 volumes de coluna de tampao
PBS e depois foram utilizadas lavagens continuas da coluna com concentragdes crescentes de
imidazol (variando de 50 a 500 mM).

A purificacdo do LbSODB?2 foi monitorada medindo a absorbancia a 280 nm e o nivel de
pureza da proteina foi confirmado por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de
sodio a 12% (SDS-PAGE). A fracdo contendo as enzimas foi dialisada em tampao PBS com filtros
de centrifugagdo Amicon Ultra (10KDa MWCO, Milipore®), 4000 rpm a 4°C. As concentracdes de
proteina foram determinadas espectrofotometricamente utilizando um aparelho Nanodrop®. As
enzimas foram submetidas a digestao com a protease TEV (Tobacco Etch Virus) (1 mg por 20 mg de
enzima), a uma temperatura de 4°C durante 12 horas. Apods a protedlise, as enzimas foram submetidas
novamente a coluna His-Trap para separa¢do da enzima clivada, ndo clivada e da protease TEV. A
coluna foi pré-equilibrada com tampao PBS e depois as enzimas clivadas foram eluidas com o mesmo
tampao.

As aliquotas referentes ao LbSODB2 clivado foram concentradas (dispositivos 10KDa

MWCO Amicon Ultra, Millipore) a 10 mg/mL e armazenadas em glicerol 30% a -80 °C.

2.3. ENSAIOS DE DESLOCAMENTO TERMICO (THERMOFLUOR)

Ensaios de concentragado unica: O efeito dos compostos na estabilidade térmica de LbSODB2
foi avaliado inicialmente em uma concentracdo Unica (100 pM, diluido em DMSO); e um volume
equivalente de DMSO (5% v/v) foi utilizado como controle negativo. 5 uM de LbSODB2 foram
diluidos em uma mistura de tampao PBS (pH 7,0) e SYPRO Orange® (dilui¢ao 1:100, 5% v/v) por

pogo, completando os 20uL de cada pogo reacional. O sistema foi montado em uma placa transparente
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de 96 pogos (Loccus®) e selada com strip-caps planos (Greiner Bio-One®). A placa foi entdo lida
em um protocolo de curva de derretimento variando de 25 a 85 °C em incrementos de 1 °C por 30
segundos em um sistema BioRad® CFX 96 Touch Real-Time PCR. Todas as medidas foram

realizadas em triplicata e os valores expressos como mediana e amplitude interquartil.

Ensaios de concentragdo-resposta: Os compostos que obtiveram uma diferenca de
temperatura de fusdo do LbSODB2 positivo (ATm > 0°C) nos ensaios de concentragao unica foram
submetidos a um ensaio de resposta a concentragdo em triplicatas em 10 concentracdes diferentes
(400uM, 200uM, 100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM, 6,25uM, 3uM, 1,5uM, 0,5uM), seguindo 0 mesmo

protocolo descrito acima.

2.4. ANALISE DE DADOS E DETERMINACAO DA CONSTANTE DE DISSOCIACAO (KD)
DOS COMPOSTOS

Os resultados de fluorescéncia dos ensaios de concentragdo Unica e de concentragao-resposta
foram exportados do software BioRad® CFX Manager v3.1 e tratados por ajuste ndo linear das curvas
obtidas a uma fun¢ao sigmoidal de Boltzmann, através do software GraphPad Prism 8 para Windows
(GraphPad Software, Boston, Massachusetts EUA, www.graphpad.com). Para determinar a constante
de dissociacao (Kd) dos compostos frente a LbSODB?2, os valores de fluorescéncia foram tratados no
servidor Thermott (GEDGAUDAS et al., 2022), cujo célculo se baseia em uma derivacao da equagao
de van 't Hoff para a determinacao do Kd:

R-Ts [L:]
AT, ~ 1 (1 —)
m~ g g

Onde R ¢ a constante dos gases, 7m € a temperatura de fusdo da proteina sem o ligante, AH ¢
a mudanga de entalpia da proteina em 7m, Lt ¢ a concentragdo total do ligante e Kd ¢ a constante de

dissociagao.

2.5. ESTUDOS DE DINAMICA MOLECULAR

Os compostos que apresentaram relacdo dose-resposta frente a LbSODB2 foram submetidos
a estudos de dindmica molecular (DM) ao modelo por homologia para a proteina previamente citado.
A protonagdo da proteina foi corrigida para pH de catélise (pH = 7,0) no servidor PDB2PQR
(JURRUS et al., 2018), e a topologia dos compostos foi gerada no servidor Bio2Byte ACPYPE
(KAGAMI et al., 2023) com base nas coordenadas obtidas a partir de acoplamento molecular dos
compostos no programa gnina (MCNUTT et al., 2021). Os sistemas foram gerados no software

GROMACS 2020.2, utilizando o campo de forca AMBER99SB-ILDN, em caixas dodecaédricas,
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solvatadas com aguas TIP3P e neutralizadas com ions Na/Cl. Posteriormente, os sistemas foram
submetidos a uma etapa de minimizacao de energia (1000 ciclos de steepest-descent, com energia
maxima tolerada de 1000 kj/mol/nm), seguidos de duas etapas de equilibracdo continuas: a primeira
com volume e temperatura constantes (NVT, 300K), e uma segunda com pressdo e temperatura
constantes (NPT, 300K, 1 BAR), ambas com 100ps de duragdo. Por fim, os sistemas foram
submetidos a etapa produtiva com duracdo de 100ns, em ambiente isobdrico-isotérmico com

constantes de T = 300K e pressao = 1 bar.
2.6. ITENS DE AVALIACAO DOS COMPLEXOS DE DM

Como métricas de avaliagdo do desempenho dos complexos, o desvio quadratico médio
(RMSD), a flutuacdo quadratica média por residuo (RMSF), a energia total do sistema e o raio de
giro dos sistemas foram extraidos através dos modulos especificos do programa GROMACS.

Adicionalmente, as ligacdes de hidrogénio com tempo de permanéncia acima de 10% do
tempo total das trajetorias foram exportadas e analisadas no software HbMap2Grace
(http://Imdm.biof.ufrj.br/software/). Na mesma configuragdo uma corrida sem ligantes (apo) de
LbSOB2 também foi realizada para comparar o movimento e as interagdes dos residuos do sitio ativo
e do sitio alostérico com os sistemas com ligantes.

As trajetorias de DM dos complexos de SOD também foram submetidas a analises de
contribuicdo entalpica e decomposi¢do de energia de ligacdo pelo método MM/PBSA (Molecular
Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area), através do programa gmx MMPBSA (VALDES-
TRESANCO et al., 2021).

O modelo de solvatagdo Poisson-Boltzmann (com solvatacdo implicita Generalized Born) foi
utilizado, com uma taxa de amostragem de 1 quadro a cada 2 nanosegundos; extraidos a partir dos
25ns iniciais de estabilizagdo dos sistemas. Para cada quadro selecionado da trajetoria, a energia total
foi calculada como a soma das energias potenciais entre as moléculas envolvidas, energia de van der
Waals, eletrostatica, além das energias de solvatagao polar e apolar. Por fim, os valores médios e os
desvios padrdao das energias livres de ligacdo foram calculados com base nas diferencas entre as
contribui¢des dos ligantes, da proteina e dos complexos.

Para cada trajetdria, trés subsistemas foram considerados: um subsistema contendo apenas
proteina, outro contendo apenas o ligante e um terceiro contendo o complexo ligante-proteina. A
contribuicdo entdlpica total dos sistemas (ATOTAL) foi calculada através da soma da variagdo de
energia de interacdo no vacuo entre todos os subsistemas (AGGAS) com a variagdo da energia de

solvatacdo entre todos os subsistemas (AGSOLV), conforme exemplificado na férmula a seguir:

ATOTAL = AGGAS + AGSOLV
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Por sua vez, AGGAS ¢ obtida através da soma dos componentes covalentes e ndo covalentes;
sendo os componentes covalentes as energias de distanciamento das ligagdes quimicas (BOND), de
flexao entre atomos (ANGLE) e de tensao torcional em angulos diedros (DIHED). J4 os componentes
nao covalentes correspondem as energias de interagdes de van der Waals (VDWAALS) e a energia

eletrostatica de intera¢des coloumbianas (EEL). A férmula a seguir demonstra o calculo do AGGAS:

AGGAS = (ABOND + AANGLE + ADIHED) + AVDWAALS + AEEL

Para AGSOLYV, as contribui¢des polares e ndo polares sdo contabilizadas, como a energia de
solvatacao polar Generalized Born (AEGB); e a energia de solvatacao nao polar da area de superficie

acessivel ao solvente (ASURF), conforme a seguinte féormula:

AGSOLV = AEGB + ASURF

A integragdo das varidveis acima descritas possibilitaram obter uma estimativa da estabilidade
do complexo ligante-proteina com uma abordagem multifatorial, resultando na caracterizagdo de

ligantes com potencial de interacdo frente a LbSODB?2.

2.7. CARACTERIZACAO FARMACOCINETICA E TOXICOLOGICA DOS MODULADORES
DE SOD

Os compostos priorizados nas etapas posteriores foram encaminhados para avaliagdo de
toxicidade através do servidor ADMETlIab 3.0 (FU et al., 2024). As propriedades farmacocinéticas
(absorcdo gastrointestinal, metabolismo pelas principais isoformas do citocromo P450 e perfil de
excre¢ao) dos moduladores de SOD foram analisadas com base nos modelos preditivos validados da
plataforma. Adicionalmente, as avaliagdes de toxicidade incluiram a avaliacdo do potencial

mutagénico (teste de Ames), carcinogenicidade, hepatotoxicidade e neurotoxicidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CARACTERIZACAO BIOLOGICA DOS POTENCIAIS MODULADORES ALOSTERICOS
DE LBSODB2 POR DESLOCAMENTO TERMICO

Com base nas caracteristicas limitantes da LbSODB2 para o seu uso em ensaios convencionais
de inibigdo, os estudos de deslocamento térmico (TSA, do inglés Thermal shift assay) mostram-se
como uma alternativa promissora para o desenvolvimento de novos inibidores para a enzima, devido
a sua eficacia comprovada na caracterizacdo de interagcdes proteina-ligante, pois fornecem uma
abordagem réapida, de baixo custo e de alto rendimento para avaliar a capacidade de modulagao dos
ligantes (REDHEAD et al., 2017).

Adicionalmente, o TSA ¢ adequado para identificar moduladores alostéricos pois a
sensibilidade do ensaio detecta mudancas na estabilidade térmica da proteina causadas pela ligagdo
do ligante em qualquer sitio, inclusive sem necessitar da presenca de substrato (BHAYANI;
BALLICORA, 2022). Ligantes alostéricos para uma diversidade de sistemas ja foram caracterizados
por TSA, confirmando a robustez do método para a modalidade de inibicao (KOPRA et al., 2022;
MAANE et al., 2023; WILHELM et al., 2012).

Ainda na perspectiva da abordagem racional para a descoberta de inibidores alostéricos para
LbSODB2, o uso de bibliotecas diversas (compostos sintéticos e oriundos de produtos naturais)
buscou maximizar as chances da descoberta de novos inibidores, tendo em vista tanto a afinidade e
especificidade ja previstas para o sitio alostérico da enzima em compostos em bibliotecas de sintese,
também acolhendo moléculas bioativas e a sua diversidade de quimiotipos exclusivos dos produtos
naturais.

Os resultados encontrados com base nessa abordagem sdao descritos a seguir, sendo

discernidos com base na origem dos compostos.

3.1.1. Compostos de origem sintética (C01-C10)

A Figura 3 ilustra a mediana e amplitude interquartil de deslocamento térmico dos compostos

do catalogo I frente a LbSODB2.
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Figura 3: Grafico de mediana e amplitude interquartil das triplicatas do ensaio de concentragdo tinica (100uM) para
compostos sintéticos (C01-C10) frente a LbSODB2. Compostos com ATm médio > 0°C sdo representados em barras
coloridas.

Os compostos C05, C06, C08, C09 e C10 apresentaram ATm < 0, e, portanto, foram excluidos
das etapas posteriores. Ja os compostos que apresentaram ATm > 0,0°C (C01, C02, C03, C04) foram
encaminhados para o teste de concentragdao-resposta frente a LbSODB?2.

Com o objetivo de melhor caracterizar a atividade dos compostos frente a LbSODB?2 e analisar
os efeitos dependentes da concentracdo nos sistemas, os compostos foram avaliados numa escala de
10 concentragdes (2 concentragdes superiores a 100uM e 7 concentragdes inferiores a 100uM),
mantendo a mesma rotina de ensaio definida anteriormente e igualmente em triplicatas.

Dentre os quatro compostos selecionados na etapa de concentragdo unica, apenas C04
possibilitou deslocamento térmico (ATm) positivo em LbSODB2 em fun¢do do aumento da sua
concentragdo, apresentando pico de ATm = 2,8°C na concentragdo de 400uM. Tal comportamento
indica que a interacdo de C04 frente a LbSODB2 favorece a estabilidade da enzima e retarda o seu
processo de desenovelamento (Figura 4). O comportamento dos demais compostos selecionados nao
apresenta um padrdo dose-resposta constante, apresentando variagdes significativas (vide material

suplementar).
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Figura 4: Grafico da média da variacdo de ATm no ensaio de concentracao resposta (10 concentragdes; 0 - 400uM)
para o composto C04 frente a LbSODB?2.

Com base nesses dados, o composto C04 foi selecionado para as etapas de predi¢ao de energia
de ligacdo com base em dados termodindmicos. Devido ao seu perfil promissor, buscou-se explorar
melhor seu potencial inibitério e possiveis atividades biologicas previamente descritas. Para isso,
consultas foram realizadas em bases de dados amplamente utilizadas na area, como ChEMBL
(https://www.ebi.ac.uk/chembl/) e PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), com o objetivo de
identificar registros de atividade bioldgica em outros organismos ou alvos moleculares. No entanto,
ndo foram encontrados dados relevantes nessas plataformas.

Adicionalmente, analises de similaridade estrutural em moléculas bioativas foram conduzidas
por meio da ferramenta SwissSimilarity (http://www.swisssimilarity.ch), visando identificar
compostos andlogos com atividades antiparasitdrias reportadas, mas ndo foram encontrados
resultados significativos que pudessem subsidiar uma interpretagdo mais aprofundada. Esses achados
reforcam a relevancia de investigar o composto C04 como um potencial inibidor alostérico inédito

para LbSODB2.

3.1.2. Compostos oriundos de produtos naturais (C11, C13 e C16)

Por apresentarem valores de pontuagao Vina e CNN favordveis para a modulacao alostérica
predita, os compostos C11, C13 e C16 foram selecionados para a caracterizagdo in vitro frente a

LbSODB2, utilizando a mesma rotina de teste para dose Unica utilizado anateriormente. Os testes
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demonstraram que apenas o composto C11 apresentou variagao de ATm >0,0°C frente a LbSODB2
na concentragdo de 100uM (Figura 5), portanto sendo priorizado para a etapa posterior de

concentragao-resposta.
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Figura 5: Grafico de mediana e amplitude interquartil das triplicatas do ensaio de concentragdo tinica (100uM) para
compostos do catalogo II frente a LbSODB2. Compostos com ATm médio > 0°C sdo representados em barras coloridas.

O ensaio de dose resposta do composto C11 revelou que ao aumento da sua concentracdo em
cinco pontos (0,5uM; 1,5uM; 3uM; 12,5uM e 50uM), houve deslocamento térmico (ATm) positivo
em LbSODB2, apresentando pico de ATm = 3°C em 50uM (Figura 6).
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Figura 6: Grafico da média da variacdo de ATm no ensaio de concentracdo resposta (5 concentragdes; 0 - 50uM) para o
composto C11 frente a LbSODB?2.

A molécula C11, identificada no catalogo de produtos naturais, também apresentou potencial
promissor como inibidora da LbSODB2. De maneira similar ao realizado para o composto sintético
C04, buscas em bases de dados reconhecidas, como ChEMBL e PubChem, ndo retornaram nenhuma
informagdo relevante de atividade para Cl1. Complementarmente, as andlises de similaridade
estrutural com a ferramenta SwissSimilarity também nao encontraram resultados significativos de
atividade antiparasitaria em compostos similares. Os dados destacam a necessidade de igualmente
aprofundar a investigagdo da molécula C11, ressaltando seu potencial inexplorado e sua originalidade

no contexto da inibi¢do da LbSODB2 com um composto bioativo.

3.2. ESTIMATIVA DE CONSTANTE DE DISSOCIACAO POR DESLOCAMENTO TERMICO
(THERMOTT)

Embora o TSA fornega informagdes valiosas sobre a mudanca da temperatura de fusdo (ATm)
da proteina na presencia ou auséncia de ligantes, o ensaio por si s6 ndo quantifica diretamente a
afinidade de ligagao entre o ligante e a proteina. Assim, o calculo da constante de dissociacao (Kd) ¢
uma etapa adicional que busca melhor caracterizar as interagdes. O valor de Kd fornece uma medida
quantitativa da afinidade de ligagdo ligante-proteina, indicando a concentracdo de ligante necessaria

para ocupar 50% dos sitios de ligagdo da proteina. Ao ajustar os deslocamentos de ATm em
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concentracgoes variaveis de ligante a uma curva de ligagdo, os dados qualitativos de TSA passam a ter
parametro quantitativo, garantindo uma compreensao mais profunda das interagdes ligante-proteina
e sua relevancia fisiologica.

Os valores de fluorescéncia encontrados nos ensaios de concentragdo-resposta para C04 e
C11, junto as variaveis de ensaio (temperatura inicial = 25°C, nimero de residuos da LbSODB2 =
208) foram submetidos no servidor Thermott, que estima o Kd com base em uma adaptacdo da

equacao de van 't Hoff (Figura 7).
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Figura 7: Grafico de deslocamento térmico para os compostos [A] C04 ¢ [B] C11 frente a LbSODB?2, obtido no
servidor Thermott, junto aos seus respectivos valores de constante de dissociagdo (Kd) e constante de ligacdo (Kb). A
esquerda: graficos de fluorescéncia dos pocos analisados vs temperatura, a direita: graficos de concentragdo de ligante

versus temperatura de desenovelamento (°C).

Para o composto C04, foi estimada Kd de 12uM, enquanto que para o composto C11 foi
estimada Kd de 3,6uM. Para inibidores alostéricos, esses valores sao promissores, pois os sitios
alostéricos frequentemente exibem afinidades de ligagdo mais fracas em comparagdo aos sitios

ortostéricos devido a sua menor conservacdo e maior flexibilidade em comparagdo
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(CHRISTOPOULOQS, 2002; WOOTTEN; CHRISTOPOULOS; SEXTON, 2013). O valor de Kd na
faixa micromolar baixa (1-10 uM) ¢ considerado favoravel para inibidores alostéricos, pois reflete
um equilibrio entre a ligagdo efetiva e a capacidade de modular a fun¢do da proteina sem inibi-la
completamente (CHANGEUX; CHRISTOPOULOS, 2016; KENAKIN, 2012). No entanto,
aparentemente hd um limite para a atividade de C11 frente a LbSODB2. Observa-se que quando a
concentragdo de C11 ultrapassa 100uM, sua capacidade de deslocamento térmico comega a cair. Esse
padrdo pode ser justificado por sua capacidade de formar ligacdes de hidrogénio internas,
promovendo assim sua agregagdo quando em concentracdes mais altas. Apesar dessas observagoes,
o composto foi mantido para as etapas posteriores, pois ¢ um composto de origem natural, cuja
diversidade e esqueleto quimico ¢ promissor para otimizagdes e testes futuros. C04, com um Kd de
12 uM, embora mais fraco, ainda se encontra dentro de uma faixa aceitavel para interagdes alostéricas
e pode ser otimizado para melhor de perfil de modulacdo. Ambos compostos apresentam potencial

como inibidores alostéricos, sendo C11 particularmente notavel por sua maior afinidade de ligagdo.

3.3. ROTINAS DE DINAMICA MOLECULAR

Os estudos de dinamica molecular (DM) sd@o um préoximo passo crucial neste estudo para
analisar o comportamento dindmico da enzima e suas interagdes com os compostos C04 e C11 em
nivel atomico.

Enquanto os ensaios de deslocamento térmico (TSA) e os calculos de Kd revelam afinidade
de ligagdo, as rotinas de DM oferecem uma compreensdo mais profunda dos aspectos estruturais da
interacao ligante-macromolécula ao longo do tempo, incluindo os residuos envolvidos nas ligacdes e
as suas mudangas conformacionais induzidas. Adicionalmente, as simulagdes de DM podem
corroborar com valores obtidos experimentalmente, demonstrando que as afinidades de ligacdo
observadas sdo consistentes com os padrdes de estabilidade e interagdo vistos nas simulagdes.

Numa perspectiva alinhada as particularidades de modulacdo da LbSOB2, outros estudos
relatam o sucesso do uso da DM na investigagdo do mecanismo de ligantes alostéricos que bloqueiam
a conformacgdo ativa da proteina, ou bloqueiam o acesso do substrato ao sitio catalitico, em
corroboragdo com dados experimentais (KAILASAM NATESAN; KUPPANNAGOUNDER
PITCHAIMUTHU, 2024; SARATHKUMAR; LAKSHMI, 2019).

Com base nessas informacdes, trés sistemas de dindmica molecular (DM) foram construidos
para LbSODB2: um sistema APO, sistema C04-LbSODB2 e sistema C11-LbSODB2. Apds a
conclusdo das DMs, a clusterizagdo dos sistemas agrupou suas conformagdes semelhantes e as

estruturas representativas de cada sistema sao apresentadas na Figura 8.
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Figura 8: Estruturas representativas dos sistemas de DM para [A] LbSODB2 APO (t = 36,50 ps); [B] C04-LbSODB2 (t
= 88,70 ps); e [C] C11-LbSODB2 (54.65 ps). LBSODB2 ¢ apresentada em formato cartoon ¢ C04/C11 sdo
representados em sticks (C04 = carbonos em cor amarela; C11 = carbonos em cor purpura).
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Uma analise de RMSD (do inglés Root Mean Square Deviation, Raiz do desvio quadratico
médio) foi realizada para os trés sistemas, com o proposito de avaliar a estabilidade através da
diferenca média entre as posig¢des atdmicas durante a trajetéria. O sistema APO apresentou uma média
de RMSD de 0,557 £ 0,065 nm, o sistema C04-LbSODB?2 apresentou um valor médio de RMSD de
0,422 £+ 0,086 nm ¢ o sistema C11-LbSODB2 apresentou um valor médio de RMSD de 0,621 + 0,096

nm. A Figura 9 apresenta um grafico da variagdo do RMSD durante a trajetoria para os trés sistemas.
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Figura 9: Grafico de RMSD para os sistemas APO, C04-LbSODB2 e C11-LbSODB?2 durante o tempo de simulagao
das DMs (10000ps = 100ns).

Quando comparados, o sistema com C04 apresentou valor de RMSD menor que a estrutura
em sua forma APO, sugerindo uma menor variagdo conformacional em LbSODB2 (e
consequentemente menor flexibilidade estrutural) através de interacdes contribuem para a
estabilizacdo da proteina. Por outro lado, o sistema com C11 apresentou um valor médio de RMSD
0 maior entre os sistemas analisados. Esse aumento no RMSD sugere que a presenca do ligante
induziu uma maior variacdo conformacional na proteina ao longo da simulacao, possivelmente devido

a interacdes mais dindmicas entre o ligante e a proteina.
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Adicionalmente, o RMSF (do inglés Root Mean Square Fluctuation, Flutuacdo quadratica
média) dos sistemas também foi calculado, a fim de avaliar as flutuagdes locais dos residuos ao longo
das simulagdes e identificar regides com movimento, na perspectiva de correlagdo com as interagdes
realizadas pelos ligantes.

O sistema APO apresentou uma média de RMSF de 0,159 + 0,077 nm; enquanto o sistema
com o ligante C04 apresentou uma média de 0,183 + 0,081 nm e o sistema com o ligante C11, por
sua vez, apresentou uma média de 0,154 + 0,068 nm. Um gréfico que apresenta a variagdo do RMSF

ao longo da trajetoria para os trés sistemas € apresentado na Figura 10.
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Figura 10: Grafico de RMSF para os sistemas APO, C04-LbSODB2 e C11-LbSODB2 durante o tempo de simulagéo
das DMs (10000ps = 100ns).

O resultado reflete uma variacdo moderada nas flutuacdes dos residuos da proteina tanto na
presenca quanto na auséncia de ligantes, com a variagao entre os sistemas ocorrendo na terceira casa
decimal, logo, sem muito significado estatistico. Existe uma uniformidade de aumento da flutuacao
nos trés sistemas para as regides de alca, correspondendo as faixas de &tomos 500-1000 e 3500-4000.
Porém, na regido constituida de alfa-hélice e al¢a correspondente a faixa de atomos 2400-2800, ha

uma discrepancia entre a flutuagdo do sistema APO (+ 0,1nm) quando comparado aos sistemas de
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complexo, que apresentam pico de RMSF de 0.25nM. Tal diferenca ¢ justificada pela regido estar
diretamente associada a area de interface da LbSODB2 onde ocorrem as interagdes com os ligantes,
demonstrando que a presenca do ligante interfere em + 22 residuos da regido. A Figura 11 apresenta
a regido de interface em LbSODB2, que apresenta discrepancia de RMSF resultante das interagdes

realizadas nos complexos.

Figura 11: Estrutura representativa do sistema APO de C04-LbSODB?2, com a regido correspondente a faixa de atomos
2400-2800 destacada em vermelho.

Por fim, a energia total do sistema foi calculada para avaliar a viabilidade dos sistemas com
base nas contribui¢des potenciais e cinéticas. O sistema APO apresentou uma energia total média de
-5,971 x 10° £ 1,082 kJ/mol; enquanto o sistema com o ligante C04 exibiu uma energia total média
de -5,965 x 10° + 1,096 kJ/mol e o sistema com o ligante C11 apresentou uma energia total média de
-5,962 x 10° + 1,037 kJ/mol. O grafico de energia da Figura 12 sumariza a energia dos sistemas

durante as trajetorias.
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Figura 12: Grafico de energia para os sistemas APO, C04-LbSODB2 e C11-LbSODB?2 durante o tempo de simulagao
das DMs (10000ps = 100ns).

Nao hd uma variacdo energética estatisticamente relevante entre os sistemas APO e complexos
de LbSODB2. Esses resultados indicam que ambos os ligantes, C04 e C11, mantiveram a estabilidade

energética dos sistemas e que as interacdes entre a proteina e os ligantes foram energeticamente

favoraveis.

De modo a avaliar quantitativamente as interagdes que estabilizam os complexos de C04 e
Cl11, as interacdes de hidrogénio entre ligantes ¢ LbSODB2 durante as trajetorias foram
contabilizadas. A presencga e permanéncia dessas interacdes ao longo da DM também caracteriza o
perfil de interagdo desses compostos, além de possibilitar o reconhecimento de residuos-chave para
as interagdes dos complexos. A seguir, sdo apresentadas as principais interacdes de hidrogénio
observadas para os complexos, primeiramente para o ligante C04 (Tabela 1) e C11 (Tabela 2), com

énfase nos residuos mais envolvidos (permanéncia acima de 10% do tempo total de DM, equivalente
a 1000ps ou 10ns):
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Tabela 1: Listagem das ligagdes de hidrogénio no composto C04-LbSOB2 durante a rotina de DM, discriminadas em
atomo doador e aceptor, contagem de apari¢des e porcentagem de permanéncia.

Doador Aceptor Contagem Porcentagem
TYR36 OH C04 04 154 15,38%
HIS165 NE2 C04 02 435 43,46%
HIS165 NE2 C04 04 382 38,16%
TYR167 OH C04 02 404 40,36%
TYR167 OH C04 O3 110 10,99%
ARG175 NE C04 O 669 66,83%
ARG175 NH2 C04 O 696 69,53%
ARG175 NH2 C04 O3 314 31,37%
C04 O1 LYS310 381 38,06%
C04 02 GLU164 OE1 180 17,98%
C04 02 GLU164 OE2 559 55,84%
C04 O3 GLU164 OE1 613 61,24%
C04 O3 GLU164 OE2 985 98,40%
C04 04 GLU164 OEI 121 12,09%
C04 O4 GLU164 OE2 466 46,55%

C04 05 ASN173 OD1 353 35,26%
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No sistema com o ligante C04, os residuos que mais se destacaram nas interagdes de
hidrogénio sdo GLU164 (aceptor), HIS165 (doador), TYR167 (doador) e ARGI175 (doador).
GLU164 destaca-se por apresentar 6 possibilidades de interagdo, com uma delas permanecendo em
quase toda duracao da DM (98,4%), o que evidencia a importancia desse residuo para a estabilizagao
do complexo. Em uma escala ainda maior de porcentagem de permanéncia das interacdes esta o

complexo C11-LbSODB?2, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Listagem das liga¢des de hidrogénio no composto C11-LbSOB2 durante a rotina de DM, discriminadas em
atomo doador e aceptor, contagem de aparigdes e porcentagem de permanéncia.

Doador Aceptor Contagem Porcentagem
TYR36 OH Cl101 196 19,58%
HIS165 NE2 Cl10 451 45,05%
HIS165 NE2 Cl11 02 916 91,51%
ARG175NH1 CI1103 463 46,25%
ARG175NH2 C1103 544 54,35%
C11 02 GLU164 OEI 516 51,55%
C11 02 GLU164 OE2 576 57,54%
C11 03 GLU164 OEl 826 82,52%
C11 03 GLU164 OE2 868 86,71%
C11 04 HIS120 O 617 61,64%
C11 05 LYS31 0 870 86,91%

No complexo com o ligante C11, LYS31, GLU164, HIS165 e ARG175 foram os principais
residuos envolvidos nas interagdes de hidrogénio. Nesse complexo, HIS165 também se destaca, com
2 possibilidades de interagao, e uma destas também permanecendo por quase toda a trajetoria de DM
(91,51%). Embora o niimero de ocorréncia de interagdes de hidrogénio em C11 seja menor, as
permanéncias das intera¢des sdo maiores comparadas ao composto C04, como por exemplo GLU164
e LYS31 compondo 3 possibilidades de interacdo aparecendo em mais de 80% da trajetoria total da

DM.

As enzimas ferro-superdxido dismutases t€ém como sitio ativo a coordenagdo do ion ferro a
trés histidinas ¢ um acido aspartico (COOPER et al., 1995). Nos mapeamentos de interacdes de
hidrogénio para os sistemas com C04 e C11, o residuo catalitico HIS165 ranqueia entre as interacdes
com maior permanéncia, sendo este uma das histidinas essenciais para a catdlise do ion superdxido

(Figura 13).
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Figura 13: Sitio ativo da LbSODB?2 (representada em forma cartoon, cor branca). Os residuos do sitio ativo estdo
representados em sticks de cor verde (carbono). Os ions ferro sdo representados por esferas laranja.

Embora o conceito de alosterismo infere um sitio distinto ao catalitico, a interacao entre o
modulador alostérico e um residuo catalitico pode induzir ou estabilizar uma conformagao inativa da
enzima, levando a mudangas estruturais que interrompem o ciclo de catalise, impedindo a rotatividade
do substrato ou dificultando seu acesso ao sitio catalitico (HALILOGLU; HACISULEYMAN;
ERMAN, 2022). Adicionalmente, a ideia de alosterismo através da reorganizacao da rede de residuos
de uma enzima ressalta a importancia da interferéncia tanto em residuos externos como em residuos
cataliticos (SAMANTA et al., 2023). Assim, ambos compostos demonstram perfil de interagdo

favoraveis a interferéncia do ciclo de catalise da LbSODB2.
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3.4. CALCULO DA CONTRIBUICAO ENTALPICA PARA AS ENERGIAS DE LIGACAO
ATRAVES DO MM/PBSA

Os calculos com MM/PBSA (do inglés Molecular Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface
Area, Mecanica Molecular/Area de Superficie de Poisson-Boltzmann) permitem avaliar a afinidade
de um ligante por uma macromolécula, levando em conta interagdes eletrostaticas, de van der Waals,
além de efeitos de solvatagdo e energias polares e apolares (VALDES-TRESANCO et al., 2021). Ao
aplicar o MM/PBSA pds-simulacdo de DM, pode-se extrair uma estimativa mais precisa e
termodinamicamente relevante das energias de ligacao do ligante, ajudando a identificar as principais
interacoes estabilizadoras, detectar contribuigdes energéticas desfavoraveis e refinar as estratégias de
otimizagdo do ligante.

As variaveis do MM/PBSA permitem a estimativa da energia livre de ligacdo dos complexos.
No entanto, para ambas rotinas de DM de C04-LbSODB2 e C11-LbSODB?2, o desvio padrao da
energia de interacdo (6IE) excedeu 15 kJ/mol, o que torna a entropia de interagdo (—TAS) altamente
tendenciosa ¢ nao confidvel (EKBERG; RYDE, 2021) pois valores de olE acima desse limite
requerem um nimero impraticavel de amostras para convergir os calculos de entropia. Dadas essas

limitacdes, apenas as contribuigdes entalpicas (AH) foram consideradas neste estudo.

Para a fase produtiva de C04-LbSODB?2 (25ns-100ns), a média da contribui¢ao entalpica total
(ATOTAL) foi de -35,74 + 5,34 kcal/mol. Dentre os seus constituintes, AGGAS teve variacdo
negativa de -74,04 £ 8.52 kcal/mol, demonstrando energia de interagdo favoravel mesmo apos a
deducdo da contribui¢do da energia de solvatagdo do complexo (AGSOLV; +38,30 = 5,53 kcal/mol)
(Figura 14).



99

-100-

74,04

-48.71

th
=)
I

-35.74

-25.33
| I -4.62
=

38.30

Energia (kcal/mol)
]

Lh
<
1

42.92

100 1 | 1 | | 1 |
S &R S \
g & "»”6%&3 S
& R O L
O v v
bt

Figura 14: Grafico de analise MM/PBSA para o complexo C04-LbSODB2. AGGAS e seus constituintes estao
representados em rosa, AGSOLYV e seus constituintes apresentados em azul, e a energia entropica total (ATOTAL) em
amarelo.

Adicionalmente, a analise de contribui¢do por residuo por MM/PBSA revela quais residuos
contribuem mais para a entalpia, assim complementando a analise de ligacdo de hidrogénio das DMs
ao identificar residuos cruciais para estabilizar interagdes além das ligacdes de hidrogénio, como
forgas de van der Waals e efeitos eletrostaticos. Destacar os principais residuos envolvidos pode

refinar a interpretagao do mecanismo de interacao com LbSODB?2 (Figura 15).
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Figura 15: Grafico de contribuigao entalpica (AH) por residuo para o complexo C04-LbSODB2 e representagao 3D dos
residuos envolvidos coloridos com base na contribui¢éo energética.

As contribuigdes entalpicas do complexo C04-LbSODB2 mais significativas foram
observadas para GLU:164 (-5,19 £ 2,31 kcal/mol) e ARG:175 (-3,55 + 1,22 kcal/mol), provavelmente

por meio de interacdes eletrostaticas, pois se tratam de residuos carregados. Conforme previamente
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analisado, esses residuos também estdo entre os principais aceptores/doadores de ligacdes de
hidrogénio, sugerindo seus papéis essenciais na estabilizacdo do complexo.
Além disso, residuos adicionais como HIS:32 (-1,17 + 0,55 kcal/mol) e VAL:118 (-0,74 +

0,46 kcal/mol) se destacam por contribuir favoravelmente por meio de interagdes de van der Waals.

Para o complexo C11-LbSODB2, a média da contribuicdo total da entalpia (ATOTAL) foi de
-51,00 £ 5,84 kcal/mol. Entre seus componentes, o AGGAS apresentou uma variagdo negativa de -
101,67 + 10,04 kcal/mol, igualmente indicando uma interagao energética favoravel apos a dedugao

da energia de solvatagdo do complexo (AGSOLV; +50,68 + 6,52 kcal/mol) (Figura 16).
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Figura 16: Grafico de analise MM/PBSA para o complexo C11-LbSODB2. AGGAS e seus constituintes estdo
representados em rosa, AGSOLYV e seus constituintes apresentados em azul, e a energia entropica total (ATOTAL) em
amarelo.

A andlise de decomposi¢do de energia por residuo para C11-LbSODB2 também destaca o
residuo GLU:164 (-5,91 + 1,86 kcal/mol), sendo esse o residuo de maior contribuicdo em ambos 0s
sistemas, juntamente ao residuo LYS:31 (-3,98 + 0,73 kcal/mol) que também possui perfil de
contribuicdo por meio de interagdes eletrostaticas. Adicionalmente, duas histidinas. HIS:32 (-3,17 +
0,39 kcal/mol) e HIS:165 (-3,50 & 0,75 kcal/mol) também contribuem com interagdes de carater polar
(Figura 17).
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Figura 17: Grafico de contribuicdo entalpica (AH) por residuo para o complexo C11-LbSODB2 e representagdo 3D dos
residuos envolvidos coloridos com base na contribui¢ao energética.

3.5. AVALIACAO FARMACOCINETICA E DE TOXICIDADE DOS COMPOSTOS C04 E C11

Como parte da avaliagdo dos dois compostos priorizados, a avaliagdo das suas propriedades
ADMET (Absorgao, Distribuicdo, Metabolismo, Excre¢ao e Toxicidade) ¢ crucial para entender seus

perfis farmacocinéticos e de seguranca. Embora as analises detalhadas in vitro e in silico buscam
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detalhar o potencial de modulagdo frente a LbSODB2, o comportamento dos compostos dentro dos
sistemas biologicos ¢ igualmente importante durante a busca de potenciais farmacos. Com esse
proposito, C04 e C11 foram submetidos ao servidor ADMETIab 3.0 (FU et al., 2024) para anélise de
descritores moleculares e predi¢do de caracteristicas farmacocinéticas e de toxicidade. A Tabela 3

apresenta de forma sumarizada os resultados da analise.

Tabela 3: Listagem comparativa dos principais marcadores ADMET calculados para C04 e C11 no servidor

ADMETIab.

Parametro

Co4

C11

Propriedades farmaco-similares

(QED)

0,261 (Abaixo do ideal)

0,398 (Abaixo do ideal)

Alertas estruturais

Nenhum alerta

ALARM NMR: 3,
Quelante: 1

Permeabilidade Caco-2

-5,151 (Baixa)

-6,198 (Baixa)

Volume de distribuicao (VDss)

-0,288 (Subétimo)

-0,392 (Subbtimo)

Inibi¢ao citocromo P450

Baixo risco geral

Alta inibicao para CYP2C8

Mutagenicidade AMES Alta (0,823) Moderada (0,503)
Sensibilizacao da Pele Alta (0,999) Baixa (0,063)
Carcinogenicidade Baixa (0,064) Moderada (0,415)
Irritacdo Ocular Moderado (0,456) Baixo (0,219)
Toxicidade Respiratoria Baixa (0,014) Baixa (0,07)
Hepatotoxicidade Moderada (0,508) Baixa (0,082)
Nefrotoxicidade Alta (0,859) Baixa (0,087)
Ototoxicidade Alta (0,897) Alta (0,791)
Hematotoxicidade Moderada (0,329) Negligivel (0,011)
Genotoxicidade Alta (0,779) Baixa (0,036)
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Os dados de ADMET revelam que tanto C04 A quanto C11 apresentam limitagcdes para o

desenvolvimento farmacéutico, mas com perfis diferentes.

C04 apresenta uma pontuacao de propriedades farmaco-similares (do inglés, drug-likeness)
abaixo do intervalo atrativo para farmacos, indicando menor probabilidade de sucesso como
candidato. Apesar de ndo apresentar alertas estruturais, exibe uma permeabilidade intestinal baixa e
distribuicdo sist€émica subdtima, o que limita sua eficdcia farmacocinética. No entanto, o maior
desafio do C04 esta em seu perfil de toxicidade. Ele apresenta alta probabilidade de mutagenicidade,

genotoxicidade e nefrotoxicidade, além de alto risco de sensibilizacao dérmica e ototoxicidade.

C11 também apresenta uma pontuacgdo de propriedades fArmaco-similares abaixo do intervalo
atrativo para farmacos, e apresenta alertas estruturais relacionados a possibilidade de reatividade e
comportamento quelante. A permeabilidade intestinal e biodisponibilidade sdo ainda mais baixas que
C04, com uma distribuigdo sistémica igualmente limitada. Além disso, hd uma preocupacao
especifica com a alta probabilidade de inibicdo da enzima CYP2CS, o que pode levar a interagdes
medicamentosas indesejadas. Embora o C11 demonstre menor probabilidade de hepatotoxicidade,
nefrotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade em comparagdo ao C04, ele ainda apresenta
moderado risco carcinogénico e alta ototoxicidade. Esses fatores de toxicidade, embora menos graves,

limitam sua aplicacao.

Com base nesses resultados, C11 apresenta um pertfil levemente mais favoravel para futuros
ajustes, considerando sua menor toxicidade geral em comparacao a C04. No entanto, melhorias
significativas seriam necessarias, especialmente no aumento da permeabilidade e na reducdo de
alertas estruturais e riscos toxicoldgicos. O composto C04, embora tenha uma quimica medicinal mais

limpa, enfrenta desafios mais significativos em termos de seguranca.

4. CONCLUSAO

Neste trabalho, com o proposito da descoberta de novos inibidores alostéricos para a enzima
SODB2 de Leishmania braziliensis (LbSODB?2), a enzima foi clonada, expressa e purificada com
sucesso, permitindo a realizagdo de ensaios de deslocamento térmico com possiveis inibidores
alostéricos sintéticos e naturais.

Esses ensaios resultaram na priorizagdo de dois compostos promissores: C04, de origem
sintética, e C11, de origem natural. Os resultados obtidos a partir das curvas de deslocamento térmico

e dos valores de constante de ligacdo (Kb) demonstraram o potencial significativo dos compostos
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frente a enzima LbSODB?2. Esse potencial foi corroborado pelas analises de dinamica molecular e de
MM/PBSA, que reforcaram a afinidade e estabilidade das interagdes dos compostos com a enzima.
Por outro lado, a avaliagdo ADMET apontou limitagdes relevantes no uso dos compostos
como candidatos diretos a farmacos, destacando gargalos relacionados a toxicidade e a
biodisponibilidade. Essas analises, no entanto, abrem perspectivas para melhorias estruturais nos
compostos, visando otimizar suas propriedades farmacologicas para futuros testes e aplicagdes como
candidatos viadveis de tratamento para a leishmaniose. Assim, este estudo contribui para a
identificacdo de potenciais inibidores da LbSODB2, representando um passo inicial promissor para

o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos antileishmania.
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Figura 18S. Grafico da média da variagdo de ATm no ensaio de concentracao resposta (10
concentragoes; 0 - 400uM) para o composto CO1 frente a LbSODB?2.
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Figura 28S. Grafico da média da variacdo de ATm no ensaio de concentragdo resposta (10
concentragdes; 0 - 400uM) para o composto C02 frente a LbSODB?2.
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Figura 3S. Grafico da média da variagdo de ATm no ensaio de concentracao resposta (10
concentragoes; 0 - 400uM) para o composto C03 frente a LbSODB?2.
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Figura 48S. Grafico da média da variagdo de ATm no ensaio de concentracao resposta (10
concentragdes; 0 - 400uM) para o composto CO5 frente a LbSODB?2.
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Figura 58S. Grafico da média da variagdo de ATm no ensaio de concentracao resposta (10
concentragdes; 0 - 400uM) para o composto C06 frente a LbSODB?2.
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Figura 6S. Grafico da média da variagdo de ATm no ensaio de concentracao resposta (10
concentragdes; 0 - 400uM) para o composto C07 frente a LbBSODB?2.
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Figura 7S. Grafico da média da variacdo de ATm no ensaio de concentragado resposta (10
concentracgoes; 0 - 400uM) para o composto CO8 frente a LbSODB?2.
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Figura 8S. Grafico da média da variacdo de ATm no ensaio de concentragdo resposta (10
concentragoes; 0 - 400uM) para o composto C09 frente a LbSODB?2.
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Figura 9S. Grafico da média da variacdo de ATm no ensaio de concentragado resposta (10
concentracgoes; 0 - 400uM) para o composto C10 frente a LbSODB?2.
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