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RESUMO

Cancer é o nome que caracteriza um conjunto de disturbios marcados pela presenca de células
gue ndo respondem aos controles normaislidisdo. Estimese que no ano 2018, tais
doencas acarretaram 9,6 milhdes de 6bitos mundialmente. Terapias convencionais ndo sédo
direcionadas,&omumentesdo acompanhadas da manifestacéo de diversos efeitos adversos.
Nesse contextonovos tratamentosamo a imunoterapia fazendo o uso de inibidores de
checkpointsdo sistema imune, tém ganhado grande destaque. O anticorpo monoclonal
humanizado pidilizumabe foi inicialmente selecionado pela sua capacidade de estimular a
proliferacdo de linfocitos por suaatividade antitumoral. Um grande numero de estudos
clinicos promissores indicava que tafmacoapresentava perfil farmacoldgico tipico de
antagonista proteina deheckpoinPD-1. Porém, recentemenfei elucidado que seu alvo
molecular genuino é a pgednaDLL1, um ligante da via de sinalizacate Notch cujo
bloqueiotem sido associada inibicdo da proliferacéo celular e indugédo da apoptdese
células tumorais para glioma, demonstrando seu potencial como alvo terapéutico para o
tratamento do canceffendo em vista 0s bons resultados alcancados com o uso do
pidilizumabe em diversos testes clinicos, este trabalho objetindicar alteracdesos
fragmentos de anticorpos scFv produzidos a partir do pidilizumabe, a fim de otimizar as
interacdes com seus possiveis alvos moleculares, as proteiias PDL1 Para isso, foi

feita a modelagem comparativa dos scFvs a partir das sequéncias dadeaaleigesadas
obtidas no banco de dados Integrity. A adicédo de trés peptideos ligantes flexiveis de tamanhos
distintos entre as cadeias resultou na producéo de trés scFvs. Tais moléculdsdadan

as proteinas P12 e DLL1 e os complexos resultantegbmetidos a simula¢cdes de dinamica
molecular. As simulacdes permitiram constatar a auséncia completa de interacées entre 0s
scFvs e PEL. Além disso, através da realizacdo de calculos de MM/PBSA, foi possivel
elucidar que o modo de ligacdanais favoravelenergeticamententre scFv e DLL1é
encontrado atraveés do posicional do fragmento de anticorpo no dominio C2 do amtigeno
gue os componentes de energia livre quomais contribuem para o estabelecimento da
interacdosdo osnéo polares,de Coulombe de vander Waad. Finalmente, foram
identificados os principais residuos da interface de interagdo e identificadas mutacdes
favoraveis na sequéncia do scFv. A aplicagamlidacdode tais mutacfepgor dinamica

molecular resultomaproposi¢caale um novo biofarnw otimizado

Palavras-chave scFyv DLL1; cancer



ABSTRACT

Cancer is the name that characterizes a set of disorders marked by the presence of cells that
do not respond to normal cell division controls. It is estimated that in 2018, such diseases
caused ® million deaths worldwide. Conventional therapies are not targeted and commonly
arefollowed by the manifestation of various adverse effects. In this comewtireatments,

such as immunotherapy usimgmune checkpointmhibitors, have gainedrominence. The
humanized monoclonal antibody pidilizumab was initially selected for its ability to stimulate
lymphocyte proliferation and its arttimor activity. A large number of promising clinical
studies indicated that sudmtibody had a typical phanacological profile ofa PD-1
checkpoint protein antagonidtiowever, it has recently been elucidated that its genuine
molecular target is the DLL1 protein, a Notch signaling pathway ligand whose blockade has
been associated with inhibition of cell profd¢ion and induction of tumor cell apoptosis to
glioma, demonstrating its potential as a therapeutic target for cancer trea@ivenmnt the

good results achieved with the use of pidilizumab in several clinical trials, this study aimed
to indicate changewt scFv antibody fragments produced from pidilizumab in order to
optimize interactions with their possible molecular targets;1Pdhd DLL1 proteinsFor

this, comparative modeling of scFvs light and heavy chain sequences obtained from Integrity
databases as performed. The addition of three flexible linker peptides of different length
between chains resulted in the production of three scFvs. These molecules were docked to
PD-1 and DLL1 proteins through a previously validated methodology and the resulting
complexes were submitted to molecular dynamics simulations. The simulations showed the
complete absence of interactions between scFvs and. FDrthermore, by performing
MM/PBSA calculationsjt was possible to elucidate that the most energetically favorabl
mode of binding between scFv and DLL1 is found through positioning the antibody fragment
in the antigen C2 domain, and that the major free energy components contributing to the
establishment of the interaction are the-potar, Coulomb and van der Watdsms Finally,

the main interface residues involved in the interaction were identified and energetically
favorable mutations were proposed on the scFv sequéneapplication and validation of

such mutations by molecular dynamics resulted inpgrepostion of a new optimized
biopharmaceutical.

Keywords: scFv, DLL1; cancer
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1 INTRODUCAO

1.1  Caracterizacao do problema

COncer ® uma pal akerkim® gugueequdo dJdirego
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019. Atualmente, esse é o nome geral dado a um grupo
heterogéneo de disturbios caracterizado por células que nao respondem aos controles normais
de divisdo (PIERCE2016). Enquanto células saudaveis crescem, divEleramadurecem
e morrem em resposta a um complexo conjunto de sinais internos e externos, células
cancerigenas tém um ou mais desses sinais compromdddasdo as mesmas a se
proliferaemrépida e conhuamente, levando ao surgimento de tumores sdélidos ou canceres
hematol6gicosSANTOS,2018.

Estimativas mundiais mostraram que, em 2018, ocorreram 18,1 milhdes de
novos casos de cancer, resultand®g@milhdes de obitos, e estimeaaindaque o nimero
de novos casos deve chegar aos 29,5 milhdes até QBABANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2018 ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019. Os tipos de cancer mais
incidentes no mundo sdo os de pulméo e de meonaaproximadamente dois milhdes de
novos diagndsticos apenas em 2018 para cada; estes, juntamente ao cancer colorretal, sdo
responsaveis por aproximadamente um terco das mortes por cancer mundialmente
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019.

No Brasil, paa o biénio 2018019, estimae a ocorréncia de 600 mil novos
casos de cancer para cada @ANTOS,2018. Alguns fatores explicam a participacao do
cancer na mudanga recente relacionada ao perfil deciagento da populacdo brasileira
chamada de transi¢&o epidemiol6giaNISTERIO DA SAUDE, 2019. Alguns destes s&o:

a maior exposicao a agentes cancerigenos (agentes quimicos, fisicos e biolégicos aos quais
as pessas sao expostas como consequéncia de mudancas no estilo de vida e de um processo
de industrializacdo intenso); o prolongamento da expectativa de vida e o envelhecimento da
populacdo; o aprimoramento dos métodos para se diagnosticar o cancer; o aumento no
namero de Obitos pela doenca; e a melhoria da qualidade e do registro das informacdes. A
Figura 1 evidencia ndo somente os tipos de cancer com maior incidéncia no Brasil, como a

diferenca das frequéncias destes de acordo com o género.
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Figura 1- Taxas dencidéncia e mortalidade do cancer estimadas e padronizadas por idade

em 2018 para ambos os géneros no Brasil
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Fonte:Organizacdo Mundial da Saude (201&)japtado pelo autor (2019). Incidéncia/Mdsicidéncia para
individuos do géneranasculino. Mortalidade/Mas Mortalidade para individuos do género masculino.
Incidéncia/Fem- Incidéncia para individuos do género feminino. Mortalidade/FeMortalidade para
individuos do género feminino. LNH.infomaNaeHo d g k i n. A S&edandardizechratd )Taxa fi

de incidéncia e mortalidade estimada padronizada por idade, que é uma medida resumida da taxa que uma
populagéo teria se tivesse uma estrutura etaria padrdo; a padronizacdo é necessdria ao comparar varias
populagbes que diferem emlacéo a idade, que € um fator que afeta tanto a incidéncia quanto a mortalidade
para o cancer. As neoplasias mais incidentes no Brasil sdo os tumores de préstata e de mama, que também

foram os mais letais em 2018 para homens e mulheres, respectivamente.

1.1.1 Imunoterapia do cancer

Um dos grandes problemas associados as terapias convencionais para o cancer
- a exemplo da radioterapia e quimioterap@aque estas ndo sao direcionadas e possuem
diversos efeitos nocivos ao corpo, uma vez que destroecélals em divisdo ou
interrompem a divisdo celular, afetando também células saudaveis e tendo como resultado a
manifestacdo de efeitos colaterais e altas taxas de mortalidade (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2015). Com o objetivo de encontrar tratamentos camethor balanco entre uma
alta eficacia e baixa toxicidade (MAHONEY; FREEMAN; MCDERMOTT, 2015), novos

farmacos que utilizam abordagens alternatiasmo as terapias hormonais, terapias alvo e
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imunoterapia- vém ganhando destaque (SIEGEL et al., 20E&n Ultima tem como
caracteristica agir sobre o sistema imunoldgico, e ndo no pensi{ COUZIN-FRANKEL,

2017), possuindo o potencial para ser um tratamento mais especifico para neoplasias
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

AlteracBGes genéticas e epigenasi sdo caracteristicas de todos os canceres e
fornecem uma grande diversidade de antigenos que o sistema imune pode utilizar para
distinguir as células tumorais das demais (PARDOLL, 2012). Tal reconhecimento, no caso
das células T, é feitoviareceptorad®| ul as T ( T-CeRreceton ) i. n s ° & ®i u |
T tem sido foco na manipulacgéo terapéutica da imunidade antitumoral endégena gracas a sua
capacidade de reconhecer seletivamente peptideos derivados de proteinas em todos o0s
compartimentos celulargde reconhecer e matar células que expressam os antigenos, atraves
das células T CD8+ efetoras, e de iniciar diversas respostas imunes que integram 0s
mecanismos efetores da imunidade inata e adaptativa (PARDOLL, 2012).

Apés sairem do timo, ondeassan pela etapa de maturacams linfécitos
circulam pelo corpo até reconhecerem um antigeno na superficie das células apresentadoras
de antigeno APGCs , do antiggrl presentiiig celis) Vi a Compl e x«
Hi st ocompati bil i dade MNajoi Histocompability Cohtpi@dx) ddoe i n
classe |, no caso dos linfécitos T citotoxicos, ou de classe I, para interacdo com linfécitos T
auxiliares (CAVANAGH; FINDLAY, 2019). O complexo é estabilizado pela interagdo do
CD4 ou CD8 com o MHC.

Adicionalmente, sdo qeieridos uma série de sinais secundarios que
determinam a forca e duracdo da ativacdo (FREEMAN, 2000). No caso das células T CD4+,

o primeiro desses sinais é provido pelo CD28, que interage com proteinas da familia B7
presentesias superficieslas APCslevando ao inicio da expansédo clonal dos linfécitos
(CAVANAGH; FINDLAY, 2019). Nao obstante, a interacdo CBR3 leva a producédo de
CTLA-4 ( @ytotoxic Flymphocytea s soc i at e d), uknrécéptpre de pohtd de

c hecagémc k pirmunaidgico que aia no controle da resposta e reduz o sinal de
ativagcdo. Em circunstancias normaischsckpointslo sistema imune, em um balanco entre
sinais estimulatérios, eestimulatérios e inibitorios responséveis por controlar a ativagéo
dos linfécitos T, s@o essanis para a manutencao datotoleranciade forma a prevenir
respostas autoimunes e proteger o tecido contra danos enquanto o sistema imunologico esta
respondendo a uma infeccdo patogénica. Entretanto, a expressao de protgiaakpent

pode ser deesgulada por tumores como mecanismo de evasdo ao sistema imune
(GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005; ZOU; CHEN, 2008).
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Ja células T CD8+ sdo menos dependentes de CD28, mas requerem outros
sinais ceestimulatorios, como os fornecidos pelo CD70-¥88 (CD137),ilustrados na
Figura 2. A sinalizacdo pelas citocinas também é essencial para determinar como sera a
resposta ao antigeno (CAVANAGH; FINDLAY, 2019). Uma vez ativadas, as células T
iniciam a producdo de citocinas, como interfeopon (-b FNe i nt @¥r4), queci na
induzem um aumento na expressao de receptoiieghitdrios, como o PBEL Rrodrammed
D e at htambém,conhecido com CD279) e seus ligantes, de forma a criar um ciclo de
retroalimentacdo que refreia as respostas imunoldgicas e limita o dahoatemune

relacionado, quando nédo sobrepujado por fortes sinais estimulatorios (FREEMAN, 2008).

Figura 2i Principais interacdes envolvidas na ativacao das células T

OX40L  OX40
CD80 W CD28
&

cD MHCl ou Il ‘CD4 ous8 T

;
Peptideo CD3
-

coss < CD28

=
4-1BBL  4-1BB

Fonte: CAVANAGH; FINDLAY (2019). Adaptado pelo autor (2019). A célula dendriticg) (CD

é um tipo de APC, e pode apresentar o antigeno peptidico via MHC de classe | ou Il para
linfécitos T citotoxicos ou auxiliares, que o reconhecem via complexo -COR
simultaneamente, CD4 ou CD8 interagem com regifes ndo polimérficas do MHC. Os sinais
co-estimulatérios séo fornecidos através dos receptores ligados a APC CD86, CD80, OX40L e

4-1BBL, levando a ativacao total das células T.

O receptor PEL e seus liganteésmembros da familia B7/CD28 (ISHIDA et
al., 1992} ganharam destaque para imunapea apos a utilizacdo de um anticorpo-&1i+
1 na cura do tumor cerebral do-ppesidente dos Estados Unidos, Jimmy Carter (ROTTE;
D6ORAZI ; B HANDA RIU§ uma (iratetha transPddnbrana composta de um

dominio extracelular (ectodominio) da superféandlas imunoglobulinas (Ig), um dominio
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transmembrana e um dominio intracelular que contém um motivo de inibicdo do

I munorreceptor baseado é&munorecepmrsTiymosamieased T M,
Inhibiton Motifo ) e um moti vo de baseadeean tibsna (IT8M,Md@ r r e ¢
i n g Imanor@ceptor TyrosiAkased SwitchMotif) ( KEI R et al ., 2008)
do receptor humano é de 268 residuos de aminoacido, e seu gene esta localizado no brago
longo do cromossomo 2 0 segundo maior cromas®o - indicando que a proteina pode

interagir com muitos outros produtos génicos e estar envolvida em varias doencas
importantes, como inflamacao, cancer e doeageamunegSHINOHARA et al., 1994).

O principal papel do P2 é conter aatividade de células T em tecidos
periféricos quando ha uma resposta inflamatéria a infecgdo e limitar a autoimunidade, dessa
forma inibindo as células T durante uma exposicéo de longo prazo ao antigeno, como ocorre
durante infec¢@es virais cronicas e @maer (BARBER et al., 2006). Para além das células
T ativadas, esse receptor também pode ser encontrado na superficie de células B, mondcitos,
c ® ul aNatublKille¢sti) e mui tos | inf-citos infiltr
ftumorinfiltrating lymphocytee ) ( KEI' R et al ., 2008; DOLAN;

Seus ligantes conhecidos s@oPDL1 (também chamado de BYl ou
CD274)e o PD-L2 (identicamente descrito como #XC ou CD273), que estdo presentes na
superficie de APCs, linfocitos, células endoteliafbbeblastos A interagdo da PQ2 com
tais proteinasibe cinases que estédo envolvidas na ativacdo de células T em um processo
gue é mediado pela fosfatase SHP2 (FREEMAN et al., 2000; DU et al., 2018), como esta
ilustrado na Figura 3. Essa interacdo t&mmo consequéncias a inibicdo da proliferacao de
células T, reducéo de sua sobrevivéncia, e inibicdo da producdode,lFNd o f at or de
tumoratU ( JUNF e da -2 (llt-B (KEIR etcal.,i2608). Estudos utilizando
ressonanciglasmonica deuperficie emicrocalorimetrigpara quantificar a afinidade da PD
1 humana e de camundongo aPDe PBL2 mostraram que esse efeito inibitorio é mediado

por interacdes fracas (CHENG et al., 2013).
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Figura 3i Mecanismo molecular de acao da-PD
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Fonte: FREEMAN (2008). Adaptado pelo autor (2019). A interagdo do ligante de PD
(PD-L1), presente nas células apresentadoras de antigeno (APCs), ceinmaRDperficie

da célula T leva a fosforilacdo de tirosina do dominio citoplasmatico dé BDao
recrutamento de fosfatases SPResultando na desfosforilacdo de moléculas sinalizadoras
proximais de TCR, incluindo ZAR0, PKC e CD3, causando uma atenuac¢do do sinal
TCR/CD28.

O ectodominio do PR humano, cuja as estruturas determinadas
experimentahente podem ser observadasAp&ndiceA, é responsavel pelateracdo com
os seusligantes sendo composto pdi50 aminoacidosgom quatro sitios de glicosilacao
(N49, N58, N74, e N116) e uma ponte dissulfeto (C323) (DU et al., 2018 om o intuito
derestaurar a resposta antitumoral enddgena, anticorpos monoclonais que interajam com essa
regido do receptor podem ser utilizados para bloquear a sua interacao ¢dime D L2
(PARDOLL, 2012).

1.1.2 Anticorpos monoclonais

Anticorpos séo imunoproteis@ue estao presentes no soro, fluidos teciduais
e, constitutivamente, na superficie das células B (ROQUE et al., 2007). Essas moléculas
compartilham as mesmas caracteristicas estruturais basicas, mas possuem uma variabilidade
singular na regido de ligacémo antigeno, que lhes permite acoplassma um alvo
correspondente, dessa forma atuando na detecgéao, localizagédo, reconhecimento, interacéo,
inativacao e eliminacédo do antigeno (CARVALHO, 2013; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
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2015).

Um anticorpo secretado s uma estrutura simétrica composta por duas
cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas idénticas, como observado na Figura 4. Ambas
as cadeias possuem uma série de unidades homélmyaadas ddominics Ig, compostas
por aproximadamente 110 residuos de aminoacidos que se dobep@ndentementesao
mantidos unidos por pontes dissulfeto (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Figura 4- Representacdo esquematica da estrutura de um anticorpo

Fonte: ROY etal. (2017). A estrutura de um anticorpo é dividida em uma regido
constante (Fc) e dois fragmentos de ligacdo ao antigeno (Fab), conectados por uma
regido de dobradica. No Fab, é possivel encontrar uma regido variavel (F&) que
compostgpor uma por¢ao vael na cadeia leve (Ve outra na cadeia pesada(V

e é a responséavel pela interacdo com o antigeno propriamente dita. As Regides
Determinantes de Complementaridade (CDRS) presentes env\\ao responsaveis

por determinar a especificidade e afinidade interacdo e sdo compostas por alcas
hipervariaveis (L1, L2, L3, H1, H2, H3). As regifes constantes da cadeia pesada estédo
identificadas como G, Ci2 e Gys, enquanto a regido constante da cadeia leve esta
nomeada como C

A estrutura da imunoglobnla € dividida em uma fracdo constarisenbém
conhecida por Fc (fragmento, cristalizavel), devido a sua propensdo a auto associar e
cristalizar em forma de trelica uma porgéo variavel (Fv) de interacdo ao antigeno. A regido
Fc é aresponséavel pelo aumi® da meia vida plasmatica do anticorpo e por mediar as suas
funcdes efetoras, como a citotoxicidade celular mediada por células (ADCC, do inglés
fAntibodydependent cellular cytotoxicly) e a ci totoxi ci dade celu
complemento (CDCd o i nCprhplesientfependent cytotoxicidy) (JAI' N et al
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HOLLIGER; HUDSON, 200% Sé&o alteracbes encontradas nessa regido que levam a
distincdo dos anticorpos em cinco diferentes classes: IgA, IgD, IgE, IgM e IgG. Esta ultima
esta intimamente relacionada a imunidade neonatal, mas também age na opsonizagéao e
neutralizacdo do antigeno e na ADCC e CDC. Também é a mais frequentemeatautiliz
para imunoterapia do cancer (WEINER et al., 2010; CARVALHO, 2013).

O fragmento de | i ga- «o0 Fagmenaantgéngeno (
bindngp) ® composto pelas regi »es.-Qv)aparéadas & | e
um fragmento M-Chi. Dentro das regides variaveis das cadeias levg éVpesada (V),
existem trés segmentos com maior diversidade em cada cadeia, conhecidos como regides
hipervaridveis (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Uma vez que essas sequéncias juntas
formam uma superficieomplementar a forma tridimensional do antigeno ligado, essas
porcdes também sdo chamadas de regifes determinantes de complementaridade (CDRs, do
inglés Complementaridetermining regions (WEINER et. al, 2010; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Os anticorps monoclonaisniAbs, d o mongclorfalsantibodigs) s « 0
derivados de um mesmo clone de linfécito B cuja clonagem e propagacao se efetuam em
linhas de células continuas (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2010), que sao
capazes de reconhecer régeragir com alvos especificos, desencadeando uma resposta
imunobioldgica (VIDAL; FIGUEIREDO; PEPE, 2018). Eles foram inicialmente produzidos
em laboratorio através da fusédo de célulastiBidas a partir de camundongos imunizados
com um antigeno conhecid@om uma linhagem celular imortalizada de mieloma
(KOHLER; MILSTEIN, 1975). As células resultantes desse processo, chamadas de
hibridomas, sdo selecionadas e apenas o clone que produz anticorpos com a especificidade
desejada é expandido. A grande limitag@ utilizacdo desta técnica para uso clinico é que
pacientes tratados com anticorpos murinos podem passar a produzir anticorpos contra a
imunoglobulina de camundongdAMA, d o ihumgrd &nsmurifie antibodies ) ,
levando a um bloqueio de funcdo ourghiacdo do mAb, e podendo causar um disturbio
conhecido como doenca do soro (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

A tecnologia do ADN recombinante vem sendo utilizada para expandir a
utilidade dos mAbs. Na producédo de anticorpos quiméricos e humanizadesepwlo,
genes humanos séo fusionados com genes de camundongos; no caso dos primeires, mantém
se toda a regidao Fab murina, enquanto, nos ultimos, apenas as CDRs do camundongo sdo
preservadas (GUIMARAES; SILVA; RANGEL, 2008). Isso garante que essas naslécul

possuam uma menor imunogenicidade, aumentando a chance de sucesso com a terapia.
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Exemplos de anticorpos quiméricos e humanizados sdo, respectivamente, o rituximabe
(PLOSKER; FIGGITT, 2003) e o trastuzumabe (HUDIS, 2007). Outra alternativa na
producao demunoglobulinas terapéuticas € a utilizacdo de anticorpos totalmente humanos,
como ocorre no caso do ipilimumabe (VAUGHAN; OSBOURN; TEMPEST, 1998; HODI
et al., 2010).

Novos desenhos estruturais parAbs vém sendo desenvolvidos em busca
de moléculas qupossam afinidade e estabilidade aumentadaguepermitam a selecéo
contra alvos refratarios. Exemplos de anticorpos engenheirados sdo aqueles que dispensam a
fracdo F¢a exemplo dos fragmentos Unicos de cadeia varissfel,( d o singlgdhd&ins
Fragmentvariablé ) , r e pr e s e n TaasdompostoxampFeéndemrosadorbinios
VH e VL do anticorpo, conectados por um polipeptidio ligante flexivel (WEISSER; HALL,
2009) Geralmenteretém a afinidade especifica, monovalente e de ligacdo ao antigen
lgG progenitora, enquanto demonstram farmacocinética aprimorada para a penetragdo no
tecido (HOLLIGER; HUDSON, 2005) e um tempo para depuracdo plasméatica reduzido
(AHMAD et al., 2012).

Figura 5- Representacdo esquematica de um scFv

Fonte: VERNET 2009). A esquerda, € possivel observar a representacéo
esquematica da estrutura de um anticorpo 1gG, com seus dominios discriminados:
o Fab encontrge sombreado em cinza, a regido de dobradica em preto e a regido
Fc em branco. Os atomos de enxofre est®inalados pela letra S, e formam
pontes dissulfeto sob condi¢bes oxidantes. A direita, enesetuana estrutura de
scFv, que é composta pelas regides variaveis das cadeias Ipeep@sada (V),

unidas por um peptideo ligante em uma Unica cadeia.

Dentre as vantagens da utilizacdo desses fragmentos em relagébsa
completos pode ser citado o fato desFvsserem moléculas menores, que podem ser

produzidas de forma mais econémica, além de serem facilmente modificadas através de
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técnicas de manipa¢do genética (WEISSER; HALL, 2009), e produzidas em diversas
plataformas, incluindo bactérias, leveduras e plantas (BIRD et al.,1988), além de poder ser
utilizadonuma gama de aplicacbes em que a funcéo efetora meeiada@gido constante

nao € desejaliecomo ocorre quando héativacdo inadequada das células que expressam o
receptor Fc, que pode levar a liberagdo macica de citocinas e a efeitos toxicos associados
(HOLLIGER; HUDSON, 2005)

1.1.3 Anticorpos inibidores de checkpoint

Ao contrario de ma parte dos anticorpos utilizados na terapia do cancer,
imunoglobulinas que blogueianheckpointamunoldgicas ndo tem como alvo as células
tumorais, mas sim os receptores de linfocitos ou os seus ligantes, a fim de melhorar a
atividade antitumoral endoga (PARDOLL, 2012). O primeiro inibidor dgheckpointoi
aprovado pelé-ood and Drug Admnistratio(FDA) - um érgéo federal dos Estados Unidos
analogo a ANVISA brasileiraem 2011, e em 2013 ja haviam os primeiros relatos do uso
dessas moléculas como atgs anticancerigenos (LI et al., 2016).

Dedle entdo, diversos estudos clinicos egdirdicos tém sido conduzidos com
0 objetivo de avaliar os efeitos desses antagonistas de sinais inibitérios que resultam na
amplificacdo de respostas de célulagspecificas para antigenos em diversos tipos de
neoplasia. Exemplos de moléculdgo para o desenvolvimento desses medicamentos sao
os receptores inibitérios RDe CTLA4, o ligante PEL1, os receptores LAG3 e TIM3, e 0s
ligantes inibitérios BH3 e B#H4 (PARDOLL, 2012 QIN et al., 201)

Testes pr&linicos demonstraram uma reducéo do crescimento do tumor e um
aumento da sobrevivéncia associados ao bloqueio das vias dos receptbre<CHFDA4 -
este que é responsavel por uma sinalizacdo negativa nas primeiras fases da ativacdo das
células T nos Orgaos linfaticos secundarioglemonstrando a eficacia da inibicdo de
checkpointsio tratamento do cancer (LEACH; KRUMMEL; ALLISON, 1996; HIRANO et
al., 2005). A Figura 6 ilustra como a inibicdo dessas duas proteinas atua na restauracédo da

resposi ao tumor.
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Figura 6i Vias de bloqueio do CTLA e PD1

Inibicao Imunolégica | Inibicao Imunolégica
Central Periférica

Anti-CTLA4

Anti-PD-1

Fonte: SU; FISHER (2016). Adaptado pelo autor (2019). A inibicdo imunoldgica central, que
acontecanos linfonodos, ocorre como resultado da interacéo do GAtédm os ligantes eo
estimulatérie B7 nas APCs, impedindo a sinalizacao via CD28; o bloqueio de &Tpak
anticorpos antCTLA-4 permite a ativac@o e proliferacao de clones de células T, e reduz a
imunossupressdo mediada por células T reguladoras (Treg). A inibicdo imunolégica
periférica por sua vez, ocorre nos tecidos periféricos quando um ligante -de(PDL1)

presente na célula tumoral interage com o receptet PEsente nas células T; o blogueio

desta via por anticorpos afRD-1 ou antiPD-L1 restaura a atividade das células T
antitumorais que se tornaram quiescentes. Essas vias ndo se sobrepdem, e o bloqueio de ambas

pode ter efeito cumulativo.

Estudos clinicos demonstraram uma resposta duravel obtida a partir da
utilizacdo de anticorpos af®D-1, com uma das maiores taxas atividade antitumoral
dentre muitas abordagens de imunoterapia utilizadas no tratamento do cancer, inclusive tendo
atividade em tumores que sdo notoriamente resistentes a imunoterapia, como é o caso do
cancer de pulméo (BRAHMER et al., 2012; TOPALIANakt 2012). Exemplos de farmacos
ant-PD-1 que estdo passando por estudos clinicos aprovados pelo FDA estéo listados no
ApéndiceC.

1.1.4 Vias de sinalizacao Notch

O geneNotch codifica para um receptor com um dominio transmembrana,

que é sintetizado como precurpooteicounico, e é ativado por clivagem proteolitica durante
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o transporte até a superficie celular, por conseguinte existindo sob a forma de receptor
heterodiméricLOGEAT et al., 1998; BLAUMUELLER et al., 1997). E@Drosophilg
aonde os efeitos dblotch foram inicialmente identificados, existe apenas uma proteina
Notch e dois ligantedelta (D1) e Serrate(Ser). J& em mamiferos, sdo quatro receptores
(Notch %4) e anco ligantes, chamados @eltalike-1, -3 e-4 (DLL1, DLL3 e DLL4) e
Jaggedl e 2 (JAG1 e JAG2), que séo similares a Ser (RADTKE; RAJ, 2003). Todas essas
proteinas sapolipeptidiostransmembranares de passagem simples, apresentando multiplas
repeticcesd o ti po fator de cr esci mé&pdermal @rpwthd ®r mi ¢
Factod ) na regi «o0 extr ac e |Nottha, por éxBvpM, Ppédskui uent a |
dominio extracelular com 36 repeti¢des do tipo EGF (PUROW et al., 2005)

A sinalizacdo via Nottinicia-se pela interacdo recepiagante entre duas
células vizinhas, 0 que leva a duas sucessivas clivagens proteoliticas que liberam a porcao
citoplasmatica da proteina (Nott®) da membrana, a qual é transportada ao n{Elgara
7) (JUNG et al., R11). A interacdo de Notel€ com membros da familia de fatores de
transcricdo CSL conver® em um complexo de ativacdo transcricional que esta envolvido
com a transcricdoas genesalvo de Notch (TAKEBE; NGUYEN; YANG, 2014Alguns
dessesdao responsaveporcodifica: a f am2 1 i a de p HaryBERamcars HE S
ofSpib) e rel acionadas a HES, como a HEY, e a
por Notch (KAO et al.,, 1998); p21 (RANGARAJAN et al., 2001); ciclinas D1 e D3
(RONCHINI; CAPOBIANCO, 2001; SICINSKA et al., 2003):myc (WENG et al., 2006);
e HER2 (CHEN et al, 1997).

Um processo similar de liberacdo dos dominios intracelulares dos ligantes
Delta-like e Jaggedocorre na célula adjacente para fins de sinalizacdo, embora as vias
envolvidas nestes casos ainda nao estejam bem caracterizadas (PUROW et al., 2005). A
sinalizacdo por Notch pode influenciar positivamente ou negativamente diversos eventos
celulares, demn¢ eles: a manutencdo das células tronco; especificacdo do destino celular;
diferenciacéo, proliferacdo e apoptose (ARTAVANISAKONAS; RAND; LAKE, 1999;
OSBORNE; MIELE, 1999).
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Figura 7- Representacdo da via canonica de sinalizacdo por Notch
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interacting Protei . Na via can®'nica de si olasladjazeatesqelosNot ¢ h,
ligantes de Notch (DLL1, DLL3, DLL4, JAG1, JAG2) com os receptores Noteh) (dromove

clivagens sucessivas no receptor, primeiro pelas enzimas ADAM/TACE, chamada clivagem S2 (1), e
segundo p e l-secretasenmpriorairada cloeag S3 (2), causando a liberagdo de Nd&h

(3). Apos ser transportado ao nucleo da célula, NiiZdhterage com reguladores transcricionais (4),

ativando a transcricdo de seus geales, que regulam diversos eventos relacionados a definicdo do

destino elular. Os inibidores terapéuticos potenciais dos alvos envolvidos na sinalizacdo de Notch

i ncl uem i ndedrataded@SE 8 mAbe queinterajam com Notch ou seus ligantes.

Dependendo do contexto celular, a via de sinalizacdo Notch pode ser
potercialmente oncogénica, ou contribuir para supressao tumoral, como foi observado no
cancer de pele em ratos (NICOLAS et al., 2003). No estudo de Nicolas e colaboradores
(2003), a repressao de Notdiel associada com a ativacao aberrante de vias de sirgaizac
associadas a diversos tipos de cancer, como é o caso das vigsrshegdgehope Wnt.

A sua ativacéo, por outro lado, aumenta a expressao de WAF1, o que causa uma parada no
ciclo celular nas células basais do epitélio, que permite o inicio dandiegéo celular
terminal. A atividade de Notch como supressor de tumor também passa por outras rotas
metabdlicas, com o intuito de garantir a diferenciagdo celular (NICOLAS et al., 2003).

Em contraste, o gemMéotchpode funcionar como oncogene, on@xjpressao
aberrante do dominio citoplasmatico predominantemente ativo nos receptores Notch em
células hematopoiéticagiue ocorre devido a translocagéo cromossomal ou a integracao viral

- pode causar leucemias de células T em ratos e humanos, uma,\pzamae associado a
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outras oncoproteinas, esse receptor defeituoso pode contribuir para sobreposi¢cao do ponto de
checagem do ciclo celular entre as fases G1 e S (RADTKE; RAJ, 2003). O envolvimento de
Notch também foi observado em casos de leucemia lagtba aguda e linfoma de células

T, nos quais a translocacao cromossomal t(7;9) produz um Notchl truncado com grande parte
da subunidade extracelular ausente (ELLISEN et al., 1991).

E importante observar que na maioria dos tumores soélidos humanos, como
cancer de mama, de ovario ou de pulmao, mutacées em Notch sdo pouco frequentes: as taxas
de mutacéo para Notchl sdo inferiores a 5% e menores ainda para os demais receptores e
ligantes (EGLOFF; GRANDIS, 2012). N&o obstante, a expressao desreguladgtmesce
Notch do tipo selvagem e de seus ligantes foi encontrada em um nimero crescente de tumores
e esta relacionada a piores prognosticos (TAKEBE; NGUYEN; YANG, 2014). Outras
oncoproteinas podem estar relacionadas a essa desregulacéo. Ras oncogémicogmiae
0s niveis e a atividade da subunidade intracelular de Notchl do tipo selvagem e aumentar a
expressdo de DLL1 e preseniliha(WEIJZEN et al., 2002). O fendtipo oncogénico
transformado por Ras € mantido pela sinalizacdo de Notchl ativada, eevmtarrtal
cenario, pode ser necessarieimbir ambas as vias.

Também ha evidéncias de que a sinalizacdo por Notch esta envolvida na
angiogénese da regiao tumoral (NOGUERROISE et al., 2006; RIDGWAY et al., 2006).
Baseado nos mecanismos supracgadid um crescente interesse no desenvolvimento de
farmacos que tém como alvo a via Notch (TAKEBE; NGUYEN; YANG, 2014), sejam esses
pequenas moléculas inibitériap r i mar i a me nt e -seceetade (GSIb, dainglése s d €
figammasecretase inhibitos } ou anticorpos monoclonais que tenham como alvos 0s

receptores ou ligantes de Notch, como os que estao listadgendiceD.

1.15 Deltalike ligand 1

DLL1 € uma proteina transmembranar cujo ectodoniimesponsavel pela
interacdo com o receptor Notepossui 545 residuos de aminoacidos e é caracterizado pela
presenca de oito regides distintas (KERSHAW et al., 2015), como pode ser observado na
Figura8. A primeira destas, situada na por¢catehninal,compreende o dominio C2, que &
um dominio de reconhecimento de membrana globular encontrado apenas em eucariotos,
composto porduasfolnds de quatro fitas organi zadas de

por algas de superficie altamente variaveis (ZHANBAXIND, 2010). Os ligantes JAG
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também possuem um dominio C2, com a distingdo de que, nestas proteinas, hd um sitio de
interacdo a calcio que ndo é encontrado no DLL1 (KERSHAW et al., 2015).

A segunda regido consiste de uma frafdcequéncialtamenteconservada
e bem caracteri zada no DgtaSerrageLagoh)dBERSHAB etd o m2 n i
al., 2015). Os residuos de aminoacidos presentes nesta regido das proteinas JAG
demonstraram ser essenciais para a ligacdo e ativacéo do receptor, e acleaeos cpiey
esta também € uma secdo chave para o reconhecimento-tg@eptor em DLL1. As
Ultimas seis regifes consistem em repeticdes de dominios tipo EGF (KERSHAW et al.,
2015).

Figura 8- Dominios estruturais do DLL1

« Regiao
% transmembranar

Fonte: KERSHAW et al(2015). A estrutura dectodominio ddDLL1 é subdivida em
um dominio C2, um dominio DSL e seis regifes de repeticdo de dominio tipQUeGF

conectam a regido transmembradarmproteina

Apesar da ativagao de DLL1 e JAG1 ocorrer de forma simNatehl, onde
h& a liberacdo do dominio citoplasmatidAYOIE; SELKOE, 2003, essas proteinas
aparentamparticipar de vias de sinalizacdo distintas. Em um estudo de Purow e
colaboradores (2005), demonst®®l queo bloqueio de DLL1 ndo apenasnibiu a
proliferacdo celular de glioma, mas também induziu a apoptose das células tumorais
enquanto a inibicdo de JAGIlevou a uma desaceleragcéo geral do crescimento do glioma,
mas induziu a apoptose em apenas uma dasgknisaelulares de glioma testadas
demonstando que DLL1 é um potencial alvo terapéutico para o tratamento do cancer

(PUROW et al., 2005¥azendo uso, por exemplo, do pidilizumabe.

1.16 Pidilizumabe
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Pidilizumabe (CT011; MDV9300) é um anticorpo humanizado do tipo
lgGlk (ATKINS et al., 2014) ge foi inicialmente obtido através da imunizacdo de
camundongos BALB/c com membranas de uma linhagem de células linfoblastéides B Daudi
humanas (HARDY et al., 1994), na qual a selecdo do anticorpo nao foi feita com base na
especificidade por dado antigemoas sim na capacidade de estimular a proliferacdo de
linfocitos. A sua atividade antitumoral foi testada em trés modelos: melanoma B16,
carcinoma pulmonar de Lewis 3LL e fibrossarcomas induzidos +poetBcolantreno. Os
resultados apontaram para atividadnunoestimulatéria e citotoxica contra todas as
linhagens de tumor, levando a diminuicdo ou total eliminacdo dos mesmos em ignsaios
vitro (HARDY et al., 1994)

Posteriormente, iniciarai®e ensaios prélinicos e clinicos, que, entdo,
sugerianque tal anticorpo interagia com PDUma lista de todos estes pode ser encontrada
no ApéndiceE. Em um dos primeiro ensaios clinicos fase | conduzidos para avaliar o mAb,
dezessete pacientes com malignidades hematolégicas divemsaliindo quatro com
linfoma ndeHodgkin (LNH), um com linfoma de Hodgkin (LH), um com mieloma e trés
com leucemia linfocitica cronica (LLG@)foram tratados (BERGER et al., 2008). Nenhuma
toxicidade limitante de dose foi alcancada no estudo e a sobrevivéncia ao longo dos 21 dias
de avaliacéo foi de 76%. A continuacdo do acompanhamento dos pacientes permitiu observar
que um destesom linfoma folicular de células,Bpresentou resposta compleRLC], com
a eliminacéo total das massas tumorais observada por tomografia computadorizada apés 10
meses do tratamento. Outros trés pacientasn com LH e dois com LLG obtiveram
respostas parciais (RP) e conseguiram estabilizar a doenca (BERGER @8al., 20

Westin e colaboradores (2014) demonstraram, em um estudo clinico fase |l
gue incluiu 32 pacientes com linfoma folicular recidivante, que o pidilizumabe é um farmaco
promissor para utilizacdo em terapias combinadas, em que um medicamento direcionado
especificamente ao sistema imunolégico pode ser administrado juntamente a farmacos
especificos as células patolégicas, como o mABGDRO rituximabe, a fim de melhorar a
resposta. No estudo, dos 66% dos pacientes que obtiveram respostas objetivaseandrata
15 (52%) alcancaram RCs e quatro (14%) RPs (WESTIN et al., 2014), indicando uma boa
eficacia e tolerabilidade da terapia combinada com rituximabe.

Apesar dos resultados promissores em diversos ensaios clinicos contra
malignidades hematoldgicas avancadas (BERGER et al., 2008; BRYAN; GORDON, 2014;
EYRE; COLLINS, 2015), melanoma metastatico (ATKINS et al., 2014), carcinoma de
células renais (PAL et al2014), glioma pontino intrinseco difuso (FRIED et al., 2018), e
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apos transplantes autélogos de céhlilasco hematopoiéticas realizados em casos de
linfoma difuso de grandes células B (ARMAND et al., 2013) e de mieloma mudltiplo
(ROSENBLATT et al.,, 2015)em 2016 os ensaios clinicos com pidilizumabe foram
temporariamente interrompidos.

Durante o processo de aprovagdo do medicamento pelo \Fiicou-se
que néo era claro o alvo de interacdo do pidilizumabe. Posteriormente, ekegio)
apesar de ssuensaios clinicos iniciais demonstrarem eficacia e tolerabilidade compativeis
com um perfil tipico de anticorpo aRD-1, 0 seu alvo molecular genuina proteina DLL1
e os estudos clinicos foram, entéo, continu§8d&NNER; RENNER, 2018). Ndo obstant
uma pesquisa bibliografica aprofundada revelou que néo existem, até o momento, quaisquer
estudos estruturais que revelem o caraténtéaacado deal anticorpo com qualquer um dos

possiveis ligantes, nem que elucidem se tais interacfes de fato oaarineghmolecular.

1.17 Abordagem do problema

Apesar da auséncia de dados sobre as interacdes envolvendo o pidiluzumabe,
esse anticorptem apresentado hceficacia e tolerabilidade ediversosestudosclinicos
(EFEBERA et al., 2015; ROSENBLATT et al., 2015). Tal fato se torna relevante dentro de
um contexto mundial que aponta quiepéutica direcionadseem sendaim grande foco
nos ambitos da pesquisa e desenvolvimento para o mercado farmacéiesexgdo, 0os
anticorpos monoclonais que fazem parte dos principais grupos de produtos biolégicos
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 201@¢m ganhado grande foco, sendo a classe
mais vendida dentro deste grupo e movimentando 98 milhdes ldeed@&m vendas
mundialmente em 2016 (GRILO; MANTALARIS, 2019).

Doencas oncoldgicas tém sido um dos principais alvos no desenvolvimento
de mAbs, cuja producdo ainda é feita, majoritariamente, nos Estados Unidos (GRILO;
MANTALARIS, 2019), como pode ser comgvado pelos registros de testes clinicos
apontados no&péndicesC e D. Os elevadowaloresque tém sidoassociados essas
inovacgOesestdo intrinsicamente relacionados ao alto investimento requerido para as etapas
de pesquisa e desenvolvimento, que podbegar ao patamar desbilhdes de dodlares
(MULLARD, 2014), colocando em risco a sustentabilidade do acesso ao tratamento
oncoldgico inclusive em paises desenvolvidos (VIDAL; FIGUEIREDO; PEPE, 2018).

No Brasil, os medicamentos bioldgicos sado respoiséaoe um percentual

elevado das compras do Ministério da Saude devido ndo apenas a adocao crescente desses
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produtos como opc¢ao terapéutica de primeira linha, mas também ao alto valor agregado dessa
classe de medicamentosndtianto em2010 os gast@ com inmunobiolégicosforam de
aproximadamentd,7 bilhdo de reais, em 201&l valor superou B bilhdes de reais,
representando um crescimento de764d em seis angsfato fortemente relacionado a
dependéncia da importacédo de biofarmacéut{dd®TA; CASSIOLATO; GADELHA,
2014;VIEIRA, 2018).

Dos mAbs utilizados na terapia do cancer, quase 60% sao regigi@dos
apenas por duas empresas estrangeiras (VIDAL; FIGUEIREZEPE, 2018), em uma
hegemonia que contribui para a pratica de altos precos. Em contrapartida, com a intencao de
atenuar essa grande disparidade, o governo federal tem promovido diversas acbes para
incentivar o mercado nacional, dentre estas a promulghxcéecreto n® 7.713 de 3 de abril
de 2012 PRESIDENCIA DA REPUBLICA, 201 que estabelece margem de preferéncia
de 25% nas compras do Ministério da Saude para biomedicamentos fabricados no pais,
favorecendo a industria local nos processos de licitacd@T@A] CASSIOLATO;
GADELHA, 2014).

Ainda assim, estimae queno Brasil,0 custo por regime de uso de um mAb
antineoplésico seja 180% superior ao custo medio relativo com a utilizagéo da quimioterapia
endovenosa isoladamente, podendo chegar a um tot@l7dmibreais HYEDA; COSTA,
2015).Tudo isso evidencia a importancia da producdo e desenvolvimento de biofarmacos e
biossimilares nacionais, para o fortalecimento da inddstria interna, barateamento e maior
acessibilidade dos produtos (SALERNO; MATSUMOT®&RRAZ, 2018) A producao de
um biossuperigratravés da otimizacdo de anticorpo com promissores resultados clinicos
€, portanto, associada a um grande apelo econdémico

Tal otimizacdo pode ser alcancada pelo dsotécnicasengenharia de
proteinas a fim de aperfeicar caracteristicas biofisica e bioquimicas de anticorpos
(ARSLAN; KARADAG; KALYONCU, 2019). Metodologiasn vitro ein vivobaseadas em
evolucao dirigidaequerem a amostragem idémerosanticorpos ineficazes @aminho da
identificacdo de um candidato possivel (PAROLA; NEUMEIER; REDDY, 2018). Nesse
contexto, o desenho racional de anticorpos com o uso de ferramentas computacionais tem
ganhado destaque, propondo proteinas com caracteristicas de interesse melboradas
afinidade e especificidade de ligacao, estabilidade, solubilidade e agregabilidace
investigacdo experimental (SORMANNI et al, 2017).

A predicdo da estrutura tridimensional (3D) de proteipasexemplopossui

aplicacdes praticas de grande impacto nos setores farmacéutico e biotecnolégico, uma vez
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que a funcdo de uma proteina esta intimamente ligada estrutura (VERLI, 2014Nas
imunoglobulinas conhecidas, as regides situadas entre as CDRs, casilveci regides
framework sdo altamente conservadas tanto em relacdo a sequéncia quanto emaelacao a
enovelamentoda cadeiaprincipal (TRAMONTANO, 2006). Isso permite que essas
moléculas sejam preditas com acuracia usando métodos empiricos, cadelagem por
homologia, também conhecida por modelagem comparativa (SALI; BLUNDELL, ,1983)

sebaseia no fato de que pequenas alteracdes na sequéncia das proteinas geralmente resultam
em pequenas alteracdes em sua estrutura 3D (CHOTHIA; LESK, 198&s®,c possivel

utilizar estruturas de proteinas determinadas experimentalmente como referéncias para
predizer a estrutura de outnoslipeptidioscom sequéncia de aminoacidos similar.

N&o obstante,endo em vista a compreensao de grande parte dosgosce
celulares e o planejamento racional de farmacos, € de suma importancia o entendimento de
como ocorrem as interacdes entre macromoléculas (VERLI, 2014). A identificacdo dos
mecanismos de interacdo frequentemente requer um detalhamento es&utivek
atdbmicos, idealmente obtido por cristalografia de rafosNo entanto,a observacéo
experimental dos mesmos poderesentar diversos desafidsvido as limitacbes dos
métodos ea fatores como a flexibilidade das proteinas, tamanho e a forca das ieteracd
(KOZAKOV et al., 2017; VAN ZUNDERT et al., 2016)A técnica dedocking
computacional proteirproteina tem como objetivo prever os modos de ligagdo de um
complexo a partir das estruturas iniciais de seus componentes (RODRIGUES; BONVIN,
2014), que podenter sido determinadas experimentalmente ou mesmo preditas por
modelagem molecular (RODRIGUES et al., 2013), dessa forma auxiliando no estudo das
interacdes e identificando sitios ativos po$ipeptidioSfMUKESH; RAKESH, 2011).

A compreensao do comportamento dindmico das biomolééwaga etapa
gue merece destaquena vez que ta movimentades, que pode variar desde pequenas
flutuacdes ao redor dem estado de equilibrio até alteracdes conformacionais de grandes
proporcéesdesencadeadas por uma intera@ggo intimamente ligadaas suas funcbes
(CHILDERS; DAGGET, 2017).Para este fimsimulacdes de dindmica molecular (DM)
definida pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés
filnternational Unionof Pure and Applied Chemisty) como a comput a- «o
dos atomos individualizados ou em uma molécula, ou de moléculas em sdlidos, liquidos ou
gases, seguindo as leis de movimento de Newttdm sido utilizadas (VERLI, 2014
SANTOANNA, 2002
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As aproximagdes baseadas na mecénica clagscem de models
preparade através de dados cristalograficosroadelados computacionalmentes forcas
gue agem sobre sistema sdo estimadas através de calculos matematicos que levam em
consideracaas interacdes entre atomos ligados elig@mos(CORNELL et al., 1995). As
ligagbes quimicas e os angulos entre os atomos sdo modelados utilizando molas virtuais
simples as for¢cas nadigadas derivadas das interagbes de van der Waalolgtidas
utilizando o potencial de Lennaddnes (LENNARDBJONES, 1924).e as interacOes
eletrostaticas sdo modeladas usando a lei de Coulomb (DURRANT; MCCAMMON, 2011).

O conjunto de todos esstermos de energia parametrizados de forma a tentar
reproduzir o comportamento real dos movimentos sdo chamados de campos deDdica.
possui diversas aplicacdes sobre o desenho de farmacos e pode ser utilizada para ranquear e
avaliar modelos, obterfiormacdes gerais sobre a dinamica da proteina e explicar a relacéo
entre essa dindmica e os mecanismos moleculares por trds da estabilizacdo do polipeptidio
(CHILDERS; DAGGET, 2017).

Outro grande desafio naefinamento depropriedades de interesse em
imunoglobulinas através de ferramentas de engenharia de anticosiste na
identificacdo dealterac6esnos residuos de aminoacidos presentes nos sitios de interacédo
proteinaproteina (IPPjavoraveis a formagéo do complexo. Isso se dswgrandes areas de
superficie envolvidas, a flexibilidade conformacional e as interagdes dindmicas dos solventes
e proteinas da regid@CHYMKOWITZ et al., 2006MORIN; MEILER; MIZOUE, 2011).

Para propor tais alteracoes, € indispensawddrdificacaqgoréviadehot-spots
definidos comaaquelesresiduosda interface de interacdo gpessem uma contribuicdo
energética maior para formacao do complexo do que os demais, e, por isso, sao considerados
essenciais ao seu estabelecimento (BOGAN; THORN, 1888gseletoconjuntocompde
aproximadamente 9,5% dos residuos da intera@mutacdo de um desses aminoacidos
pode impactar significativamente a formac&o do complexo, seja, dentre outros fatores, pela
reducao da area hidrofobica, ou mesmo pela perda de inteeteidestatica§CLACKSON;

WELLS, 1995) Por outro lado, a conservacdo estrutural e funcional desses residuos
(KESKIN; MA; NUSSINOV, 2005) pode ajudar a melhor compreender os mecanismos que
cercam o reconhecimento molecular e fornecer informagdes esseaocg@senho racional

de farmacos (SHARMA; RAMSEY; BAIR, 2002).

Apesar dos avangos no campo da biologia molecular e o desenvolvimento de
diferentes técnicas, como a espectroscopia de interferéncia reflectométrica (PIEHLER;
SCHREI BER, &6tguid 3canmng YAJIDOS et al, 20@2), ainda € desafiador
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realizar através de metodologi@s vitro, a identificacdo déot-spotsem analises de alta
eficiéncia sobre interfaces de IPPs. Nesse contexto, as analises tedricas e computacionais
ganham grande importancia (POTAPOV; COHEN; SCHREIBER, 2009). Exemplos de
métodosn silico sdo aqueles baseados em energia, que podem fazer uso de simulagbes de
DM para calculos a niveis atbmicos (MORROW,; ZHANG, 2012), ou mesmblalone
Scanningcomputacional, no qual uma fungcdo numérica de energia € usada para avaliar as
mudancas nanergia de ligacdentrea proteina original @ mutada por alanina em seus
estados monoméricoseen complexo (TUNCBAG; GURSOY; KESKIN, 2009); métodos
baseados em estrutura, que se utilizam do reconhecimento de ligacbes de hidrogénio, de
interacdes hidrofébicas e de van der Waals (GAO; WANG,; LAI, 2004); baseadosking
molecular de pequenas moléculasganicas (BRENKE et al.,, 2009); baseados em
aprendizado de maquina (MORROW,; ZHANG, 2012); ou mesmo técnicas que combinam
mais de um dos métodos supracitados (GUHAROQY; CHAKRABARTI, 2009).
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2 OBJETIVOS
2.1  Obijetivo geral

Indicar alteracdes nas estruturas primarias dos fragmentos de anticorpos scFv,
produzidos a partir do anticorpo monoclonal pidilizumabe, que otimizam as interagdes com
sets alvos moleculaes

2.2  Objetivos especificos

Modelar computacionalmente fragmentie anticorpos scFv a partir da sequéncia do

O«

farmaco pidilizumabe;

Validar um método paraaockingmolecular de anticorparonoclonais

O«

Testar a associacao das-vs modeladas partir do pidilizumabeas seuspossveis

O«

ligantes proteicqsas proteinas L1 e PD1;

Identificar e caracterizar os residuas-spotsda interacap

O«

O«

Propor mutacdes na sequéncia dos scFvs, de form@iawgna sequéncia otimizada
para o fragmento de anticorpo;
0 Verificar a estabilidade do scFv otimizado em complexo a DLL1
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3 METODOLOGIA

A Figura 9 sintetiza, de forma cronolégica e simplificada, as metodologias
computacionais utilizadas ao decorrer deste trabalho. O detalhamento de todas as etapas,
desde a modelagem desFvsaté a obtencdo de sequéncias otimizadas para osases

consta nos tdpicos posteriores.

Figura 91 Sumula da metodologia computacional aplicada.

Sequéncia do
Pidilizumabe

Busca por moldes (BLAST), alinhamento de sequéncias (Clustal),
modelagem comparativa (Modeller), refinamento e validacdo dos modelos

Trés modelos de Estrutura DLL1

sckv (PDB ID 4XBM)
Docking protefna-protefna <t
Valida¢do do
i Docking
Melhores PD-1/PD-L1 PD-1/Pembrolizumabe
modelos (PDB ID 4ZQK) (PDBID 5B8C)
Dissociacdo dos complexos
no PyMOL
_ ) i Determinagdo de hot-spots
Simulagdes de Dindmica Alanine Scanning Computacional PD-L1 PD-1 Pembrolizumabe
Molecular o S (GMXPBSA, Robetta,
GROMACS DrugScorePPI),KFC2, HotRegion, L

PredHS

(

e : I: 7 H
vy Tarae oy e Wouse T e S

Mutagénese C
Computacional omparar os
P complexos gerados
o aos originais do PDB
| Validagao

v
scFv DM com
otimizados aquecimento

Fonte: elaborado pelo autdd diagrama sumariza a metodologia empregaldeterminacdo da estrutura
trimensional doscFvs obteng¢édo dos complexasiticorpeantigeno validagéo dos complexos, determinagdo

dehot-spotse proposicdo de mutacdes.

31 Modelagem computacional dos scFvs

Inicialmente, a sequéncia do anticorpabtida através da base de dados
Thomson Reutergntegrity pelo nimero de acesso 395401oi comparadaatravés do
BLAST (Basic Local Alignment Search Tpdlo NCBI (National Center for Biotechnology
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Informatior), com estruturas primérias de proteinas cujas estruturas tridimensionais ja foram
elucidadas e depositadasRGSBProtein Data BanKPDB) (BERMAN et al., 2000)Essa
ferramenta de alinhamento local utiliza um algoritmo capaz de detectar, de forma rapida e
robusta, similaridades fracas entre sequéncias que sejam biologicamente significativas
(ALTSCHUL et al., 1990).

A partir do resultado do BLAST, foram selecionadas trés estruturas moldes
tanto para M quanto para V, cuja a sequéncia @ninoacidos apresentmaior identidade,
representando uma maior similaridade percentual. Para realizacdo da modelagem por
homologia, é necessario que sejam obtidas sequéncias que tenham no minimo de 25% a 30%
de similaridade aquela que se deseja mod¢BR[I, 2014).

Além da identidade, também foram levados em consideracédo na escolha dos
moldes a funcgéo bioldgica das proteinas encontradas, a resolucao da estrutura cristalografica,
os valores de cobertura e o vadpque representa o numero distinto iehamentos, com
uma pontuacgéo igual ou melhor, que sédo esperados de ocorrerem na busca por sequéncias
similares simplesmente por razdes aleatérias (VERLI, 2@gpuse pela utilizacdo do
programa Clustal Omega (SIEVERS; HIGGINS, 20pdya realizaro dinhamento das
sequéncias depMe VL com as sequénciasoldes obtids atravésdusca com o BLAS,Tuma
vez que os arquivos de saida gerados perpsdem seestruturadogm diversos formatos,
facilitando a sua utilizagédo rsmftwarede modelagem

O prograna Modeller versdo 9.23 (WEBB; SALI, 2016) foi utilizado para
producdo de modelos de homologia pela satisfacdo de restricbes espaciais. Tais restricdes
podem ser obtidas, por exemplo, a partir dos comprimentos de ligacao e valores de angulos
diedros das é&uturasmolde. Tendo como base o alinhamento das sequéncia que deve ser
modelada com as dos moldes, e de posse das coordenadas atbmicas destes, o algoritmo de
modelagem combina as restricbes espaciais e 0os termos de energia em uma fung@o objetiv
que pepassa métodos de otimizacdo visando a minimizacdo das violacées das restricdes
espaciais (SALI; BLUNDELL, 1993).

Foram produzidos 250 modelos para cada cadeia. A funcdo objetiva do
Model | er ( MO Modellat @bjettimegHurictsain ) i 0O eschscrete DOPE
Optimized Protein Energy um potencial estatistico otimizado para avaliacdo dos modelos
(SHEN; SALLI, 2006} e o GA341- que usa uma porcentagem da identidade entre o molde e
a sequéncia que se deseja modelar como parametro (JOHN; SALI- 20@3) utilizados
como parametros para selecédo das estruturas mais adequadas.

Os arquivos de texto para os modelos de eW. escolhidogoram unidos
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em um unico, e a ferramerizopmodeldo Modeller (FISER et al., 2000) foi utilizada na
adicao dos peptids ligantes, constituidos de residuos de serina e glicina, entre as cadeias, a
fim de completar a estrutura do fragmento de anticorpo (PIERCE, Fatéin selecionados
peptideos ligantes de trés tamanhos distinios com dez residuos de aminoacidos, com
sequéncia (GGGGZum segundo com doze residuos, com sequéncia [GS(GGEEEN
altimo com quinze, constituido por (GGGG$)ara cada, o Modeller gerou um total@e®
modelos, dos quais os melhores foram escolhatmsvés daavaliacdo dos parametros
supracitado0s scFvselecionad@om peptideos ligantes de dez, doze e quinze residuos de
aminoécidos foram nomeados P10, P12 e P15, de forma a facilitar sua identificasréas As
respectiva€DRsforam identificadas com base na sequéncia através deracéo de Kabat
(KABAT et al., 1992).

O programa ReFOLD (SHUID; KEMPSTER; MCGUFFIN, 2017) foi
utilizado no refinamento dos modelos. Este servidor identifica e corrige erros provaveis em
modelos 3D de proteinas fornecidos pelo usuario através de sucessiadss de
refinamento iterativo rapido com 3Drefine (BHATTACHARYA et al., 2016) e simula¢cGes
de dindmica molecular com NAMD (PHILLIPS et al., 2005), combinado com a versdo mais
recente do método de estimativa de qualidade de modelo lider, ModFOLD (MAGHRAB
MCGUFFIN, 2017).

Apés a construcdo dos modeldsi necessario identificar possiveis erros
relacionados aos métodos empregados, a escolha das referéncias e ao alinhamento com a
sequéncianolde (VERLI, 2014). Os servidores Procheck (LASKOWSKI et al.,3199
LASKOWSKI; MACARTHUR; THORNTON, 2006) e Molprobity (CHEN et al., 2010)
foram utilizados na realizacdo de uma analise estereoquimica, a fim de detectar regides de
tensdo angular e torcional, impedimentos estéricos e a presengdieles, identificados
através da analise do grafico de Ramachandran. O programa Verify3D (EISENBERG;
LUTHY; BOWIE, 1997) foi utilizado para determinar a compatibilidade dos modelos com
suasrespectivas sequénciae aminoacidos e o servidor Pro8#&b (WIEDERSTEIN;

SIPPL, 2007)para avaliar a qualidade geral dos modelos.
3.2  Obtencao da estrutura tridimensional de DLL1 e PB1
No Protein Data Banksdo encontradas estruturas cristalograficas para as

regides extracelulares tanto do-BDPquanto do DLL1, como observado, respectivamente,

nos ApéndicesA e B. A priori, optodse por utilizar grimeira conformacao destrutura



42

2M2D paraPD-1, resolvidautilizando ressonancia magnética nucl@g@kN) (CHENG et

al., 2013) Para DLL1,0 cristal 4XBM, elucidado pela metodologia de cristalografia e
difracéo por raioX (KERSHAW et al., 2015)foi selecionadoCom o intuito de reduzir os
custos computacionaistendo em vista que tais regides sdo consideradas desordenadas,
compostas principalmente por estruturas de algapoderiam gerar artefatos duramte
simulag@esn silico, foram retirados os dominios EGF do cristal do DLL1, mantseda

regido C2 e o duinio DSL de ligacdo a Notchftara os estudos de interagao

3.3  Docking computacional anticorpo-antigeno

3.3.1 Validacédo da metodologia ddocking

A validacdo do meétodo delocking foi feita utilizando as estruturas
cristalograficagiepositadas no PDB do PDnos seguintes complexos proteicos: com PD
L1 e com o Fv do mAb pembrolizumabe. Tais estruturas estao listadas na Tabela 1; o mesmo
ndo pode ser feito para o receptor DLL1, po& existem, no momento, estruturas

cristalogréficas do mesmo em complexo com qualquer ligante.

Tabela 1- Estruturas cristalograficas de complexos com o receptet Bfdizadas

na validacado do método decking

Ligante PDB ID Resolucao (A) Referéncia
PD-L1 47QK 2.45 ZAK et al., 2015
Fv do Pembrolizumabe 5B8C 2.15 HORITA et al., 2016

Fonte: elaborado pelo autor. As estruturas tridimensionais para os complexos listados foram obtidas a
partir do banco de dados do PDB.

Os complexos forarseparados em seus componentes monomericos com o
auxilio do programa PyMOL (DELANROMBERG 2034). Dois programas dgocking
distintos avaliados pelo CAPRId o i @gil fs¢cafi Assessment)of PR
(JANIN, 2005)foram utilizados. O primeiro € o servidor deckingautomatizado ClusPro
(KOSAKOV et al., 2013), que atua realizando as trés etapas subsequentes: cealking
de corpos rigidos amostrando de bilhdesndelos de ligacdcagrupa as mil estruturas de

menor energia obtidas com base na raiz do desvio quadratico médio (RMSD, dRaouilés
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Mean Square Deviatignformandaclustersque representam os modelos mais provaveis para
0s complexos; e minimiza as estruturas selecionadas como etapa de refinamento
(KOSAKOQV et al., 2017; VAIDA et al., 2017). Neste servidor, foram fornecidas as estruturas
tridimensionais e realizado a@ockingsob as configuracdes padrdes. Os resultados foram
tratados pelo modelo de pontuagédo ponderada e avaliados com base no tamauobktedos

O segundo programa testado foi o HADDOCKIigh Ambiguity Driven
Biomolecular Dockingverséo 2.2 (VAN ZUNDERT et al., 2016), que também atua em trés
fases: na primeira, é feitl@andomizacao de orientacfes e minimizacao de energia de corpos
rigidos; depois, realizae o0 recozimento simulado S A , d osimulateyl lartnealingj )
semiflexivel, que se inicia através de uma busca de corpos rigidos a altas temperaturas e,
entdo,adicionagradualmente graus de flexibilidade na interface de interdgéante o SA
e, finalmente, efetuae um refinamento final em espaco cartesiano com solvente explicito
(DOMINGUEZ; BOELENS; BONVIN, 2003).

Além das estruturas, é necessario fornecer ao programa a identificacdo dos
residuos passivos e ativos, estes difsicomo todos os residuos que mostram perturbacdes
de deslocamento quimico significativas na formacdo dos complexos, além de uma alta
acessibilidade de solvente na proteina livre, sendo considerados as principais regides de
interacdo entre as proteinaBBQMINGUEZ; BOELENS; BONVIN, 2003; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015). Os residuos ativos foram identificadailizando oservidor
PredictProtein (YACHDAV et al., 2014)4 os residuos passivos, definidos como aqueles
gue mostram uma perturbacdo de deslocamento quimico menos significativa e
potencialmente fazem parte da interface (DOMINGUEZ; BOELENS; BONVIN, 2003),
foram definidos automaticamente como aqueles que estdoraio de 6,5 A dos residuos
ativos e tém alta acessibilidade ao solvente (DE VRIES; VAN DIJK; BONVIN, 2010).

A metodologia doPredictProteinbaseiase naanalise de sequéncigmra
predizr caracteristicas estruturais e funcionais de proteinas (YACHBRA¥I., 2014).
Atraves @ algoritimolSIS, que utiliza uma rede neural treinada em anotagdes de residuos
de amino&cidos em complexos protefmateina existentes, o servidor combina a predicédo
de caracteristicas estruturais e evolutivas para determinesidaos que estdo presentes na
interface da interacdo (OFRAN; ROST, 2007).

Ao final dodocking todas as estruturas sédo agrupadas de acordo com o RMSD
em relacdo ao esqueleto polipeptidico na interface. Os grupos foram analisados e
classificados de acasccoma pontuacéo dBlADDOCK, que representa a soma ponderada

das energias de van der Waals, eletrostaticas, de solvatacéo e de violacéo de restricao junto



44

com uma média da area superficial /@&posta (DE VRIES; VAN DIJK; BONVIN, 2010).

Também foi utilizado um programa para o ranqueamento dos modelos
produzidos: o DockScore identifica os residuos da interface com base em critérios baseados
em distancia e, em seguida, considera varios parametros da interface, como éarea de
superficie, conservacdo, hidrofoldi@de, agrupamento espacial e contatos curtos para
calculara pontuacdo (MALHOTRA; SOWDHAMINI, 2015)al programa foi escolhido
por ser capaz de descriminar com sucesso as melhores estruturas de diferente complexos
proteicos obtidos através de dockingglusive em alvos do CAPRIMALHOTRA,;
SANKAR; SOWDHAMINI, 2014.

O programa DockQ (BASU; WALLNER, 2016) foi utilizado para atestar a
qualidade dos modelos gerados pelo ClusPro e HADDOCK e a capacidade do servidor de
ranqueamento supracitado. Através dazatfido de trés parametros de avaliacdo de modelos
do CAPRI- fragdo de contatos nativos (Fnat), RMS da interface (IRMS) e RMS do ligante
(LRMS) - ele é capaz de segregar as estruturas fornecidas nas quatro diferentes classes de
qualidade do CAPRI: model@sn quea pontuacagerada pelo DockQ seja menor que2@
sao considerados incorretos; agueles que estdo e2tre Q49 tm qualidade aceitavel; os
que estao entre4® e Q80 possuem média qualidade; e os que estiverem acimaddiérd
alta qualidade.

Exemplares de todas classificacbes de qualidades consideradas foram
submetidos a simula¢ées de DM com aquecimento (RADOM; PLUCKTHUN; PACI, 2018).

A validacdo dessa metodologia foi feita a fim de comprovar sua capacidade na eliminacéo
de falsos positivossto €, estruturas que apesar de obterem altas pontuagdes nos algoritmos
de dockinge ranqueamento, estdo estruturalmente distantes da conformacgéo nativa e que,
portanto, ranquearam mal no DockQ. Ela se baseia no principio de que modelos errados
gerados plos métodos supracitados dmcking constituem estruturas instaveis ou
metaestaveis, gue modos de ligacao corret@slo estaveis a temperaturas razoavelmente
elevadas (RADOM; PLUCKTHUN; PACI, 2018).

Os complexos obtidos e as estruturas cristalograficas originais foram
submetidos a simulagdes utilizando o pacote de programas GROMACS (BERENDSEN,;
VAN DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995) versao 2019.3 e o campo de forca CHARMMS36
all-atom As proteinas tiveram sgestados de protonacao previamente corrigidos para o pH
neutro, tendo como base as informacdes fornecidas pela ferramenta PROPKA do servidor
PDB2PQR (DOLINSKI et al., 2004)Tais moléculagoram centralizadas em uma caixa

cubicaa 15 A da bordaque foi psteriormente preenchida com moléculas de agua TIP3P
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(JORGENSEN et al., 1983).

Moléculas de solvente foram substituidas por ions BlaCt a uma
concentracdo de 0,154 M, a fim de tornar os sistemas mais proximos as condicdes
fisiologicas. Subsequentementealizouse uma etapa de minimizacdo de energia de até
10.000 passos pelo método do maximo declive, com o limite de tolerancia para forga méxima
de 250 kdmol.nm. Os raios de corte de Coulomb, de Lendartes e distancia de corte para
a lista de vizinhse de curto alcance foram padronizados2anin, e o métod®article Mesh
Ewald (PME) foi utilizado no tratamento das forcas eletrostaticas (DARDEN; YORK;
PEDERSEN, 1993)As ligacfes envolvendo atomos de hidrogénio foram mantidas por
constri¢gdes utilizando algoritmo LINCS (HESS et al., 1997).

Os sistemas minimizados foram submetidos a equilibracdo em trés étapas
primeira utilizada para adaptar o sistema a temperatura de simulaicieita emensemble
candnico (isotérmicisocorico), ou NVTgue mod& um sistema fisico em contato com um
reservatorigérmico de temperatura fixa, supondo gueimero de particulasvolumesejam
mantidos constantega as etapas dois e trésilizaram oensembleNPT (isotérmice
isobérico), visanda manutencdo de uma pressao atmosférica constantao ocorre em
condi¢Bes experimentais auvivoi sem variar o numero de particulas e a temperatura.

Passogle 2 fsforam utilizadosem todos os estagios. Ndo obstante, enquanto
as duaprimeiras etapsforam conduzidas em 50.000 pasdesimulacdo com restricdo das
posicdestotalizando 100 ps para cada, a ultima empregou 500.000 passos, em um total de 1
ns de simulacéo livre de restricde& equilibracdo NVT utilizou o termostato de Nese
Hoover (EVANS; HOLIAN, 1985) com um banho térmico externo que manteve a
temperatura dos sistemas constantes a 310 K. Ja na fase isetsobdcea, 0s sistemas
foram acoplados ao barostato isotropico de Parrifidloman (PARRINELLO; RAHMAN,

1980) de forma a seremantidos a pressao constante de 1 bar.

A dindmica de producéao utilizou o termostato e o barostato supracitados e teve
duracdo de 70 ns. Nos primeiros 30 ns, a temperatura foi mantida a 310K; esta foi, entéo,
elevada a 330 K por 12,5 ns, e novamente ak3p0r esse mesmo intervalo; os ultimos 15
ns de simula¢éo foram conduzidos a 39Figura 10) Os arquivos de trajetorias obtidos ao
final foram tratados pelo prograrganx rms do pacote GROMACS, com o intuito de obter
os valores de RMSD das estruturas lango da simulacéo, tendo como referéncia as
coordenadas atdbmicas das proteinas previamente a minimizagdo. Também foi feita a analise
do RMSD considerando apenas os residuos da interface (iRMS), de forma a ratificar a

manutencédo da estabilidade da intéra proteingroteina, ou verificar a dissociacdo do
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complexo em suas subunidades. O valor de corte estabelecido para 0 RMSD para o descarte
das estruturas foi de®nm. Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do programa
GraphPad Prism (SWIFT, 29).

Figura 10i Rampa de temperatura da DM com aquecimento
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Fonte: elaborado pelo autdr dindmica de producéo para validacao do docking inicia

com o sistema equilibrado & 310 K, mantesda mesma temperatura por 30 ns. Em

30 ns é realizado o primeiro salto de temperatura para 330 K. A segunda mudanca de
temperatura ocorrem em 42,5 ns, e a terceira em 55 ns, passando pela temperatura de
360 K e terminando a simulagdo a 390 K. As mudancas de temperatura visam
distinguir estruturs. metaestaveis daquelas proximas a nativa, que devem se manter

estaveis mesmo em temperaturas mais elevadas.

3.3.2 Dockingdos scFvs a PEL e DLL1

Tendo em vista os resultados obtidos durante o pa8st optouse por
realizar odockingutilizando a m#&dologia validada para o HADDOCK com as estruturas
obtidas nos passos 3.1 e 3.2, realizando a sele¢cdo dos residuos ativos pelo PredictProtein e a
eliminacao de falsos positivos atravées de simulacées de DM com aquecimento, que utilizou
0s parametros defidds acima.

N&o obstante, com o intuito de reduzir o enviesamento causado pela utilizacao
de um servidor ddockingdirigido sem a utilizacdo de dados experimentais que confirmem
a acuracia na selecao dos residuos que participam da interacéo, foram feita®okings
no ClusPro. Para RD, além da estrutura obtida a partir de 2M2D, também fora utilizados
os cristaissWT9, 5GGS, 5B8C, 4ZQK e 2M2DApéndiceA). As sequéncias obtidas para

esse receptor foram padronizadas em todos os cristais, de forma a todos ficarem com uma
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estrutura primaria idéntica, edockingfoi conduzido sob configuragbes padrdes utilizando
0S tés scFvs.

As estruturas de menor energia para os quatro modelos de pontuacao gerados
pelo ClusPro- balanceado, favorecendo interacdes eletrostaticas, favorecendo interacdes
hidrofébicas e favorecendo forcas de van der Waals (KOSAKOV et al., 2(fbvam
obtidas, totalizando 15 complexos gerados para cada gef\seguiram parBM com
aguecimento. @nesmo processo foi realizado para o receptor DLL1, utilizando sua Unica
estrutura cristalografica disponiveAgéndice B). As trajetérias das simulagbes foram
tratadas e avaliadas pelo RMSD. O plugin APBS vinculado ao programa PyMOL foi
utilizado para avér a complementaridade eletrostatica da interface dos complexos

produzidos pelas metodologiasdteckingsupracitadas.

3.4  Simulagdes de dinamica molecular dos complexos validados

3.4.1 Dinamica de producéao

Os complexos validados obtidos foram subnostid simulacées de DM
seguindo o0 passo a passo ilustrado na Figjlirdodas as etapas relacionadas a elaboracéao,
minimizag&o e equilibragédo dos sistemas foram feitas como previamente descrito no topico
3.3.1 J4 a dindmica de producao foi realizada epficetas com 125.000.000 de passos de
2 fs, cada replicata representando 250 ns de um total de 750 ns de tempo simulado para cada
sistema. Também foram realizadas simulacdes de controle dos antigenos em sua forma apo,
sem os scFvs mas com todos os demai&rpetros idénticos as DM com os complexos. Os
arquivos de trajetéria geradiogue descrevem o movimento de todos os atomos dos sistemas
ao longo do tempo da simulacédoram utilizados para analise do RMSD das estruturas
durante a DM, do deslocamentalividual de cada residuo descrito pela raiz da flutuacdo
guadr 8ti ca m®di aRodt Md8 BquaredHuctuatiory |, © sdafi f or ma - «
pontes salinas, do numero de ligagbes hidrogénio, dentre outros paréametros. Todos 0s

gréficos foram construidos ugindo o programa GraphPad Prism.
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Figurall - Esquema simplificado para uma simulagéo de DM utilizando o pacote
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Fonte: KHAN et al. (2016). Adaptado pelo autor (2019). No esquema, as caixas laranjas representam
0s arquivos de entrada necessarios para utilizacdo de cada programa; as caixas vermelhas, azuis e
amarelas representam os arquivos gerados por cada etxpa; \e@ides foram utilizadas para os
programas envolvidos na preparacdo do sistema e caixas roxas para 0s programas envolvidos nas
etapas de minimizagdo, equilibracdo e produgdo. Um procedimento basico de Diderioma a

criacdo da topologia para o sisi® de trabalho, seguido da criagdo de uma caixa com condi¢des
periddicas de contorno, solvatagdo do sistema e adi¢cdo de ions. Subsequentemente, sdo realizadas
etapas de minimizacéo e equilibracdoemembledlVT e NPT, para apenas entdo ser realizada a
dindmica de producédo, da qual sdo extraidos os arquivos de trajetéria que serdo utilizados nas etapas

posteriores de analises.

3.4.2 Analise do RMSD

A analise do RMSD é uma das principais estratégias utilizadas para o estudo

por DM de proteinas (VERLI, 2014). Os RMSD dos atomos do anticorpo, do antigeno e da
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interface do complexo em relagdo a uma estrutura de inicial de referémste caso, 0s
sisemas previamente a qualquer etapa de minimizacao ou equilibriagam calculados

através da ferramengamx rmspelo ajuste do quadrado minimo da estrutura indicada com
relacéo a referéncia em cada passo da integracdo (PAULA, 2019), de acordo com a Equacao
1.

YO "Y@phi -B ado i1ow 7 @

Onde M éigual 8 ; & ,i 0é aposicdo do atomao tempa, e

& tTnoqualté otempo anterior.
3.4.3 Analise do RMSF

Para calcular a flutuacdo média dos residuos dos scFvs e dos antigenos durante
a simulacdo, o RMSF paos atomo€ U d as p rawliagoénmfangio domamero de
residuos utilizando o prograngax rmsfdo pacote GROMACS, que realiza tadllculode
acado com a Equacéd(KHAN et al., 2016).

YOYOEB , § 0 1 g2 P )

Onde RMSK é uma medida do desvio entre a posi¢cao da particula i com a
posicao de referéncia, T é o tempo e é a posicao de referénaa particula i. Essa andlise

permitiu obter informacfGes sobre flexibilidade estrutural local ao longo da cadeia
polipeptidica (KUZMANIC; ZAGROVIC, 2010).

3.4.4 Andlise do Raio de Giro

O raio de giro (Rp de uma proteina € uma medida do seu estado de
compactacéo (LOBANOV; BOGATYREVA; GALZITSKAIA, 2008). Proteinas enoveladas
em configuracdes estaveis devem sustentar valores de Rg sem muitas variagdes por todos 0s
trés eixos cartesianos. A ferramegtax gyate do pacote GROMACS foi utilizada no

calculo do Rg total e do Rg nos eixos X, y e z dos scFvs em funcéo do tempo.
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3.4.5 Analise das ligagGedehidrogénio

LigacBesdehidrogénio sao definidas, através de parametros da IUPAC, como
interacdes inter ou intramoleculares de carater atrativo envolvendo um atomo de hidrogénio
de uma molécula ou fragmentebX no qual X é mais eletronegativo que H (ARUNAN et
al., 2011). A ande das ligacbede hidrogénio totais e das ligacBashidrogénio restritas a
interface foi feita um utilizando o progrargmx hbondlo pacote GROMACS utilizando os
critérios geométricos padrao: a distancia entre o doador e o aceptor de hidrogénios deve ser

inferior a Q35 nm e o angulo entre eles deve ser menor que 30° (BERGLUND et al., 2016).

3.4.6 Analise da formacao de pontes sadis

Ponte salina € um termo que define uma ligacaecn@alente dependente de
pH entre residuos com cargas opostas que estejam a uma distancia magidanme
(BARLOW; THORNTON, 198; BOSSHARD; MARTI; JELESAROV, 2004). A analise da
formacdo ou extincéde pontes salinas entre o scFv e o antigeno em cada complexo a longo
da simulacéo foi feita utilizando arquivo de trajetéria de cada simulagdo no plugin Salt
Bridges versdo 1.1, presente software VMD versdo 1.9.3(HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996).

34.7 Analise da area superficial acessivel ao solvente

A 8rea superficial aces sSolveatlAccessibles ol v e
Surface Area) ® definida como a 8rea da superf2c
moléculas de solvente (MAZOLA al., 2015). O aumento desse valor ao longo da simulagéo
pode ser representativo da desnaturacgmlipeptidio( KHAN et al., 2016) ou de alteracdes
conformacionais que levem a exposic¢ao de residuos internos causados por alguma interacao
(NAZ et al., 2018)Os célculos da SASA nos complexos e para os ligantes sem o scFv foram

realizados utilizando o médutpmx sasalo GROMACS, com uma sonda de raio de 1.4 A.

3.4.8 MM/PBSA

MM/ PBSA ( dbloleculargMe€hanicsRoissonBoltzmann Surface

Aread) ® um m®todo eficiente utilizado para e
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proteinaligante, em que este ultimo pode representar tanto um ligante proteico quanto uma
molécula néepeptidica, ao longo de uma singéa de DM (WANG et al.,, 2018
KOLLMAN et al., 200Q. O célculo de energia livre de ligacao@ ) é feito, de forma
simplificada, através da Equaca@AISSONI et al., 2014).

WO "0 O . O A3)

Os termos de energia livréd( ;0 2 ;0 ) séo calculados a

partir de uma média dos quadros considerados da trajetoria, seguindo a Bquacao

0O © O YUY 4

Ewmwm inclui trés termos calculados utilizando mecanica molecular (MM): E
gue indica energias de ligacao, angulo e angulo de tor¢a@eHn ; denotam as energias
eletrostatica intramolecular e Lennalohnes, respectivamente. O termo de solvatagég G
por sua vez, é subdividido em suas contribuicfes polares e ndo poleesdo calculadas
com o0 aux2lio da f er Adaptie PoissorBAPnBaGN Sohdeio) i n gl
(JURRUS et al., 2018)

O softwareGMXPBSA versao 2.1 (PAISSONI et al., 2015) foi utilizado para
calcular a energia livre de ligacdo nos complexos submetidos a DM, bem como para elucidar
guais os termos de energia que mais doutm para o estabelecimento das interagdss
calculos foram performads a cada 2,5 ns, totalizandd00 quadros espacados
equidistantemente do arquivo de trajeténiaspeitando o limite minimo necessario para que
os célculos tenham confiabilidade estatistica (PAISSONI et al., 2014). Os parametros para
realizacdo das analises de MM e de APBS foram mantidos nos valores padrées recomendados
pelo programa. Os cinco quadrque apresentaram menor energia livre de cada replicata

foram extraidos para uma posterior analise de mutacoes.

3.5 Identificacdo doshot-spotsda interacdo anticorpcantigeno

3.5.1 Alanine scanning computacional
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Um outro recurso presente no programa GMXPBSA utilizadoAdéanine
scanningmutagenesi§ASM), que permite verificar a contribuicdo energética individual de
cada residuo de aminoacido para o estabelecimento da interacdo ao longo da siRuilacéo.
realizach a mutacao automatizada por alaninaedéuos de interesse na interface, e aqueles
cuja muta-«o |l evou a uma Var inddeciomicgineo lener g
kcal/mol foram consideradd®otspots MORROW; ZHANG, 2012). Os resultados foram
comparados com aqueles fornecidos pelos demais servidores descritos neste topico.

Além do ASM computacional executado pelo GMXPBSA,complexos
foram submetidos a dois servidores que realizam a predicdmtgspotspelo calculo do
P emd €M um complexo proteif@roteina a partir da mutagcdo de um aminoacido para
alanina, que leva a delecéo da sua cadeia lateral para além do atogno de C

O primeiro éRobetta (KIM; CHIVIAN; BAKER, 2004), uma implementacéo
completa e de facil uso do pacote de programas Rosetta. O servidor inclui uma ferramenta
para identificacdo de cadeias laterais energeticamente importantes (KORTEMME; KIM,;
BAKER, 2004), que parte dena funcao simples de energia livre para calcular as alteracdes
na energia de ligacdo mediante a substituicdes Unicas de cada residuo por alanina, com a
reordenacio de elementos estruturais em até 5 A da mutagdo, mantendo o resto da proteina
inalterada. Com entrada, foram fornecidas as coordenadas atdbmicas dos complexos. Um
residuo é consideradmtspotp e | 0 pr 0 g r a mgdége) romaino, & kcapopab
(MORROW:; ZHANG, 2012).

J& o DrugScofé' (KRUGER; GOHLKE, 2010) realiza, inicialmente, uma
etapade preparo dos dados, que consiste na remocao de hidrogénios e de moléeulas nao
peptidicas, além da deteccao dos residuos da interface como aqueles que possuem pelo menos
um atomo pertencente a outra cadeia do complexo a um méaximo de 5 A. Entdo, édsomputa
a mpPela subtra-«o0o da G do complexo mutado

maiores ou iguais a 1 kcal/mol s&o indicativohidespots

3.5.2 KFC2 webserver

KFC2 €& um servidor que combina duas metodologias para predicao
computacional dhot-spots(DARNELL; PAGE; MITCHELL, 2007). Na primeira, chamada
de K-FADE (KnowledgebasedFADE), a densidade atdbmica da interface é utilizada para

calcular a especificidade das formas pelo programa de Avaliacdo Rapida de Densidade
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Atémica (FADE, do ingl sFadi Atomic Density Evaluation) (ZHU; MI TCHELL,
Ja na segunda, denominadeCKON (Knowledgebased Biochemical Contact analysig¢

feita a identificacdo das interagcdes ndo covalentes e de contatos atdbmicos no complexo
utilizando o pacote de modgem WHAT IF (VRIEND, 1990). A combinac&o dos métodos

é feita para aumentar a acuracia da predicdo. Novamente, foram submetidos os arquivos de
coordenadas dos complexos, e os residuos que obtiveram valores positivos para os dois

métodos simultaneamentadon consideraddsot-spots

3.5.3 HotRegion

No método HotRegiofCUKUROGLU; GURSOY; KESKIN, 2011), é
definido que dois residuos de aminoacidos de cadeias diferentes estdo em contato se a
distancia entre quaisquer dois atomos dos mesmos for menor que a soma dos raios de van
der Waals correspondentes mais 0.5 A (KESKINal., 2004; TSAI et al., 1996). Para
predicdo dosot-spots € utilizado o HotPoint (TUNCBAG; KESKIN; GURSQY, 2010), um
modeloempirico baseadwa acessibilidade relativa ao solvente e no potencial total dos pares.
Residuoshot-spots sdo classificados oo aqueles que possuem uma area superficial
acessivel, dentro do complexo, menor ou igual a 20% e um potencial de contato total maior

ou igual a 18.0.

3.54 PREDHS

O servidor PREDHS (DENG et al., 2014) realiza a predicabatspots
através de um métordnaseado em estrut ur apdo At rcon®@se ndl ®
complexo fornecido pelo usuério, é conduzida uma abordagem em trés etapas: primeiro, sao
extraidas caracteristicas energéticas, estruturais e sequenciais, além de dois tipos de
vizinhancgas estiturais (vizinhanca Euclidiana e de Voronoi); depois, € feito um processo de
selecdo de caracteristicas em duas etapas; e por ultimo, dois preditores (PREDKES
PREDHSEnsemble) s&o utilizados para identificacdo li#-spots baseandse nas

caracteristas selecionadas.

3.6  Mutagénese computacional
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Para andlise de mutacdo, foram utilizados tanto os complexos obtidos
diretamente dos programas diecking como também os cinco quadros de menor energia
obtidos através das simulacdes de DM e identificados pela analise de MM/PBSA em cada
replicata. A combinacdo de métodos baseados em diferentes abordagens pode contribuir para
obtencdo de resultados computaais mais confidveis sobre os efeitos das mutacdes em
complexos proteicos (CHEN; LIN; CHU, 2013). Por isso, primeiramente foi utilizado o
BeAtMuSIiC (DEHOUCK et al., 2013), um servidor voltado para predicdo de mudancas da
afinidade de ligacéo causadas paoitagdes, que utiliza um conjunto de potenciais estatisticos
adaptados a uma representacaarsegrained das estruturas proteicas que permite uma
avaliacdo rapida de todos as mutacdes possiveis para os residuos da interface.

A analise do BeAtMuSic faz ugte dois modelos de ligacilbEHOUCK et
al., 2013) Enquanto no primeiro, as duas moléculas do complexo sdo capazes de se
enovelarem independentemente, no segundo isso ndo é permitido. A mudanca na energia
Il i vr e de dndégpohtidaxagarti dpar@valiacdo do impacto da mutacéo sobre a
energia de enovelamento das moléculas individualizadas e no complexo, onde valores
negativos sao indicativos de mutacfes estabilizantes. Residuos que obtiveram valores
negativos nas analises de ASM (t6pR&.1) foram considerados potenciais alvos para
otimizacdo e analisados individualmente para mutacbes por todos os dezenove demais
aminoacidos; também foi utilizada a ferramenta de mutac6es sistematicas de forma a gerar
uma lista de mutacdes consideradas ditabtes.

Todos esses dados foram comparados com os obtidos a partir do programa
MCSM-AB, no intuito de procurar o consenso entre os dois servidores. O ABSM
(PIRES; ASCHER, 2016) utiliza o método mCSM (PIRES; ASCHER; BLUNDELL, 2013),
gue se baseia neo de aprendizado de maquina na predi¢ao dos efeitos de muta¢des a partir
da leitura de assinaturas estruturais. Isso € feito através do uso de uma representacéo grafica
do residuo nativo para extrair padrées geométricos e -fisitnicos que sao usadosrpa
representar o ambiente quimico tridimensional durante o aprendizado supervisionado. Esse
conceito foi adaptado no intuito de levar em consideracéo as caracteristicas estruturais Unicas
dos anticorpos. Os arquivos de entrada requeridos pelo servidespmrdem ao arquivo de
coordenadas atdbmicats complexoe um arquivo de texto com a lista de mutacbes
desejadas. O programa prediz os valores diferenca de energia livre de Gibbs apds a mutacao
( ppG) , onde val ores posi tiquecaamestamoa afinidgue. e s en't

Para garantir um maior sucesso na aplicagcdo das modificacdes que visam

melhorar os modelos para os scFvs quanto a afinidade de ligacdo aos antigenos, o programa
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PyMOL foi utilizado a fim de determinar os atomos proximos aosuesidque obtiveram
consenso nos dois preditores. A distancia de cortexlamentre os atomos pesados dos
residuos de interesse e os demais foi utilizada para considerar os mesmos capazes de interagir
(DENG et al., 2014).

Ent&o, foi feita uma analise dearacteristicas fisiequimicas envolvendo tais
aminoacidos, a exemplo da hidrofobicidade, capacidade de formar ligacbes de hidrogénio,
presenca de grupos carregados e carga desses Qrupos, caso existissem. Mutacoes
consideradas benéficas foram aplicadastrutura do scFv, que foi novamedtecadoao
antigeno. Novas simulagées de DM com aquecimento foram conduzidas de acordo com as
etapas descritas no topico 3.3.1, a fim de verificar a termoestabilidade dos novos complexos
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Modelagemin silico dos fragmentos de anticorpo

Uma vez que nao existem dados cristalograficos para o anticorpo
pidilizumabe, foi requerida a realizacdo de uma etapa de modelagem molecular, a fim de
produzira sua estrutura timensional. Optose modelar o anticorpo na forma de schv
por este ser um formato inovador de biofarmaae vem sendo crescentemente utilizado:
apenas entre 1996 e 2009, foram depositadas 315 patentes decdcitisuto Europeu de
PatentegPUCCA et al., 2011 Em 2017, foram contabilizados trés fragmentos deste tipo
perpassando ensaios clinicos fasds dadrés, e um aprovado para o uso contra LLC pelo
FDA (SHERIDAN, 2017).Além de conservar a capacidade de interacdo, importante para
sua funcdo inibitéria, seu tamanho reduzido também esta associado a uma diminuicdo do
risco de manifestacdo da doencasdoo (AHMAD et al., 2012) considerada uma reacéo
de hipersensibilidade tipo Il que esta associada a identificacdo de sequéncias imunogénica
no imunobiolégicQ e a consequente formacdo de imunocomplexos que reduzem a
efetividade e levam manifestacdo defeitos adversoHAMBEL, 2016 - e a0 aumento
da penetrabilidade em massas tumorais (AFANASIEVA et al., 2003).

Os resultados referentes a busca pelo BLAST podem ser visualizados na
Tabela 2Para a modelagem comparativa ser considerada um métodadadeaua predicao
da estrutura tridimensional de proteinas, o valor da identidade encontrado pelo alinhamento
local deve ser de no minin®@% para sequéncias com mais de 100 resi(lES8VAR et al.

2006). Como todas as estruturas encontradas possuemuwalitquase 100% e identidade
acima de 77%podese afirmar que o uso da estratégia de modelagem comparativa, em
detrimento de metodologiab initio, como a utilizada pelo programd@ ASSER (ZHANG,

2008), por exemplo, foi a mais acertada. Os altos \aloaea identidade e cobertura das
sequénciasnolde com as do scFv séo esperados, uma vez que existe uma alta conservacao
na topologia geral entre as moléculas de anticorpo (LIVESAY; SUBRAMANIAM, 2004).
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Tabela 2 Moldes para M e VL do pidilizumabe

Cadeia | PDB ID | Cobertura (%) | ldentidade (%) | Valor e | Resolucéo (A)

3T2N 100 79 2e% 2,55

Pesada 6B5P 99 78 le®2 2,29
5BQ7 100 77 7e®2 2,73

1IMHP 99 84 6e>’ 2,80

Leve 3C08 100 81 2e%8 2,15
5VSI 100 81 38 151

Fonte: elaborado pelo autor. Os moldes foram selecionados de acordo com a cobertura da sequéncia,
identidade, resolugcédo do cristal e vadprou valor esperado, que € um parametro que descreve o
namero de ocorréncias que se espera encontrar por acassmasg@eem um banco de dados de um

tamanho especifico (nimero de falsos positivos).

Ao fim do processo de modelagem, foram obtidos trés modelos para o scFv,
gue assumiram conformacdes comumente associadas a este tipo de molécula:y tanto V
quantoVest «xo enovel adas em uma e s-arlfomada t 2 pi
porfolhasb conectadas por al-as flex2veis (WANG;
sdo praticamente idénticas, e se diferenciam apenas no comprimento e na conformacéao
adotala pelo peptideo ligante flexivel que conecta o carboxiterminal de ¥minoterminal
de W..

A escolha pelo uso de peptideos de diferentes tamanhos levou em
consideracdo o fato de que tal comprimento € um dos fatores importantes que impacta
diretamente Wersas caracteristicas do scFv, como avidez e a especificidade contra o
antigeno alvo (YUSAKUL et al., 2016). Na construcdo do conector, a utilizacéo de residuos
de glicina- o menor aminoacidevisa proporcionar flexibilidade a estrutura do fragmento
deanticorpo (WANG; DUAN, 2011); ja a serina, exemplo de aminoacido pequeno e polar,
fornece uma regido hidrofilica que permite o estabelecimento de ligacdes hidrogénio ao
solvente (SHAN et al., 1999). As estruturas tridimensionais para 0s scFvs, comaesogept

ligantes em destaque, podem ser visualizadas na Figura 1
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Figura 2 - Alinhamento das estruturas tridimensionais dos scFv, com 0s seus respectivos

peptideos ligantes destacados

scFv Peptideo ligante
P10 (GGGGS)

P12 [GS(GGGGS)
P15 (GGGGS)

Fonte: elaborado pelo autor. As estruturas dos scFvs, obtidas por modelagem comparativa utilizando o
programa Modeller, foram alinhadas utilizando o PyMOL. A esquerda, pode ser encontrada a cadeia variavel
leve (M), e a direita, a cadeia vaviel pesada (V). Entre as duas, encontrasa os peptideos ligantes que
diferenciam as trés estruturas: em vermelho, esta aquele com o comprimento de 10 residuos de aminoacido; em

verde, o de 12 residuos; e em azul, o de 15 residuos.

A especificidade ao antigeno na regido de interacdo € basicamente
determinada pelas CDRs (LANTTO; OHLIN, 2002). Dentre essas regides hipervariaveis do
anticorpo, a CDR3 da cadeia pesada é a que apresenta a maior variabilidade de tamanho e
sequéncia (FERNANEZ-QUINTERO et al., 2018)Apesarda grande variacio, essas alcas
adotam um conjunto restrito de conformacdes com base na presenca de certos residuos em
posicbeschave nas CDRs e nas regideamework vizinhas (ALLAZIKANI; LESK;
CHOTHIA, 1997). Assim, mavés do uso de alinhamentos de sequéncia, foi possivel
elaborar uma metodologia de numeracdo padronizada para identificacdo dessas regides
dentro das estruturas de anticorpo (KABAT et al., 1992).

Nos scFvs produzidos a partir do pidilizumabe, as CDR®13 de Vi foram
localizadas nas posi¢cdes-36, 5666 e 99106 da estrutura primaria, respectivamente. Ja em
V., o tamanho do peptideo ligante influenciou o posicionamento das CDRs na sefleéncia.

P1Q as CDRs 1, 2 e 3 da cadeia leve foram encontram@aposicoes 15261, 177183 e
216-224; jano P12 as posicdes para as CDRs foram, respectivamente,6853.79185 e
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218226; finalmenteem P15 as CDRs foram encontradas nas posi¢cOeslf57182188 e

221-229. Todas essas regides foram evidenciad&3sgura B.

Figura B - Regides Determinantes de Complementariedade dos scFvs modelados

scFv CDR-H1 CDR-H2 CDR-H3 CDR-L1 CDR-L2 CDR-L3
P10 26-35 50-66  99-106 177-183 216-224
P12 26-35 50-66  99-106 179-185 218-226
P15 26-35 50-66  99-106 182-188 221-229

Fonte: elaborado pelo autdk. perspectiva da imagem esta a 180° da Figura 12 para facilitar a
visualizacdo. As estruturasalinhadas dos scFg tiveram suas regides determinantes de
complementaridade (CDRs) destacadas: as CDRs 1, 2 e 3 dstd6 coloridas em vermelho,
verde e azul, respectivamente, enquanto as-CDRCDR-L2 e CDRL3 estdo marcadas em

amarelo, rosa e laranjas cores e a numa¢ao dos residuos foram detalhadas na tabela.

Apesar da modelagem comparativa de proteinas ser um método amplamente
utilizado, muitas aplicacdes bioldgicas das estruturas produzidas por tais protocolos sao
altamente dependentes de uma alta precisdo edicfo dos modelos tridimensionais
desejados (KRYSHTAFOVYCH; FIDELIS, 2009), como é o caso da engenharia de
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anticorpos. Melhorar a precisdo de tais modelos para além das informacdes obtidas a partir
dos moldes continua sendo um dos problemas proeminemte®idformatica estrutural.

Neste intuito, forealizado o refinamento dos scFvs atravésatgidor ReFOLD (SHUID;
KEMPSTER; MCGUFFIN, 2017).

A Figura X foi obtida a partir deste servidor, e fornece a estimativa do erro
por residuo para cada scFv. Tgrgficos ilustram a reducédo de erros locais nos modelos
refinados em comparacédo com os originais fornecidos, o que é considerado importante pois,
apesar de nem sempre ser possivel alcancar o refinamento global de um modelo completo,
as regibes ou dominiomdividuais podem frequentementeser melhorados (SHUID;
KEMPSTER; MCGUFFIN, 2017). A analise da imagem evidencia que a regido em que se
encontra o peptideo ligante € a que acumula maior erro, o que € esperado, dada a alta
flexibilidade desse segmentoHSN et al., 1999). Nado obstantde forma geral, ndo é

observada uma reducéo significativa deste parametro nos modelos otimizados.

Figura X4 - Predicéo de erro por residuo para os scFvs obtido com o ReFOLD
A B

=
=~

=)
=

o

Erro de residuo predito (Angstroms)
Erro de residuo predito (Angstroms)

200 250

Numero do residuo Numero do residuo

C

Original
Refinado 1000

Erro de residuo predito (Angstroms)

750

Numero do residuo
Fonte: elaborado pelo autor. Os gréaficos apresentam uma estimativa de erro por residuo: enquanto no eixo

horizontal séo enumerados os nimeros dos residuos na sequéncia, no eixo vertical é colocada a estimativa de
erro, dada em angstréms (A). Os grafiéo® e Csao correspondentasL10, P12 e P1Eespectivamente. Em
vermelho encontrarse os valores para 0os scFvs originais e em verde, aqueles obtidos a partir do refinamento
com ReFOLD.
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A importanciada etapa de refinamenté evidenciadgoela a analise da
qualidade dos modelos pelo MolProbity (CHEN et al., 2010). Este servidor de validacao de
estrutura fornece uma avaliacéo solida de amplo espectro da qualidade do modelo fornecido
aniveis global e local. Um de seus principais parametros de avaliacéaghscore que
avaliao numero de sobreposicdes estéribasfavoraveis de atomos (WORD et al., 1999)
Contraintuitivamentequanto maiol porcentagem associada a esse yatethores séo os
modelos construidos. Fica claro na analise da Tabela 3, que contém os valtasissdere
antes e apds a otimizacdo com o ReFOLD, a melhora na qualidade estereoquimica dos

modelos apos a realizacdo do refinamento.

Tabela 3 Clashscoredos scFvs antes e apds refinamento com ReFOLD

Modelo Clashscoreantes do refinamento com Clashscoreapo6s o refinamento com
ReFOLD ReFOLD
P10 0% 27%
P12 0% 97%
P15 0% 63%

Fonte: elaborado pelo autdia classificagdo dolashscore 100% ¢é o melhor valor dentre as estruturas de
resolucdo comparavel, e 0% € o pevidenciada a importancia da etapa de refinamento pela grande melhora
no parametro delashscorenos modelos obtidos do ReFOLD, indicando um aumentauididade dos

modelos.

Os gréficos de Ramachandran dos modelos refinados foram obtidos utilizando
o PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993). Os ©ng
sao os principais determinantes paenovelamentale uma proteina (HOFT; SANDER,;
VRIEND, 1997). Ramachandrafl963) elaborouum grafico de duas dimensdes que
comporta uma distribui-«o de pares de ©ngul
estruturas secundarias de proteinas. Com a excecdo daa,glicie, por ser pequena,
consegue assumir conformacgfes estericamente proibidas aos demais aminoécidos
(NELSON; COX, 20%), os residuos devem ser encontrados em regides permitidas do grafico
de Ramachandran, ou séo consideradiers.

Dessa formatal araliseé um dos meios mais simples e sensiveis para avaliar
a qualidade de um modelo de proteina na auséncia de dados experimentais (KLEYWEGT,
JONES, 1996)Com a andlisdos graficos contidos ridgura B, foi possivel elucidar a boa

qualidade estereoquind dos modelos produzido$?10, P12 e Pl5apresentaram,
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respectivamente, 99%, 99% e, &% dos seus residuos em regides permitidas do grafico

(somando residuos em regides mais favoraveis, adicionalmente permitidas e generosamente

permitidas). Em contrapartia, mucos residuos foram encontrados em regidas

permitidas no total, apenas 1%, 1% e 2,6% dos residuos dos trés scFvs foram considerados

outliers e tém seus angulos diedrais em valores estereoquimicamente desfavoraveis para a

geometria da molécula.

Figura 15 Gréaficos de Ramachandran para os modelos refinados dos scFvs
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Fonte: elaborado pelo autor. Efn B e C estdo, respectivamente, os graficos de Ramachgndran

produzidos pelo servidor PROCHECK, para P10, P12 e P15, respectivamente. Nos graficos, as zonas

sombreadas em ver mel ho

em amarelo séo regides adicionalmente permitidas; os sstordreados em amarelo claro séo regides

generosamente permitidas; e em branco, estdo as regifes ndo permitidas. Os pontos representam os

residuos de aminoéacido da estrutura submetida.

mar cam as

regi »es

ma i

A Tabela 4 sumarizas estatisticas dos graficos, com a porcentagem

residuos de cada estrutura em cada regido de Ramachandraama serina localizada na

regido de CDR.1, nas posi¢cbes 158, 160 e 163 em P10, P12 e P15, respectivamente, foi

considerada umutlier em todas as trés estruturasprovavelmentederiva da estruturas

S

f

a \
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escolhidas como moldesdA@mais, o scFv com peptideo ligante com 15 residuos apresentou
outros dois residuos de CDRs dentro de regides ndo permitidas do grafico. Isso, juntamente
ao fato de que este possui a maior porcentagem de residuesspaetlindicativo de que,
dentre os trés modelos, o de pior qualidade € oA&B disso, constatese que o tamanho

do peptideo ligante teve impacto sobre o arranjo estereoquimico dos reSipertante
ressaltar que a presenca de algoutiers € esperada mesmo em estruturas cristalogréaficas

de alta resolucédo e que modelos com mais de 156tittlers devem ser observados com

cautela (KLEYWEGT; JONES, 1996), o que nao corresponde aos achados para os modelos

de scFvs produzidos.

Tabela 4i Estatisticas dos graficos de Ramachandran referentes aos modelos

de scFv P10, P12 e P15

P10 P12 P15

Residuos em regides mais favoraveis 90,7% 882% 86,7%
Residuos em regides adicionalmente permiti 6,7% 9,7% 9,2%
Residuos em regidgenerosamente permitide 1,5% 1,006 1,5%

Residuos em regides ndo permitidas 1,0 1,0% 26%

Fonte: elaborado pelo autor. As porcentagens sdo referentes ao posicionamento dos residuos
dos modelos P10, P12 e P15 nos graficos de Ramachandran ilustrados na F-iJiaia 1

graficos foram obtidos através do servidor PROCHECK.

Duas outras avaliacbesréon feitas a partir dos modelos produzidos. A
primeira, realizada com o ProSieb, visou a avaliacdo da qualidade geral dos modelos e a
mensuracao do desvio da energia total das estruturas em relagdo a uma distribuicdo de energia
derivada de conformacdekeatorias, dada pelo Escore Z (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).
Escores Z que fujam ao intervalo de valores caracterispiacs proteinas nativesio
indicativos de estruturas errbneas.mixlelos P10, P12 e Pabtiveram escores Z d6,67,
-7,13, e-7,5, resctivamente, que estdo dentro do intervalo permitido pelo programa.

J& a segunda fez uso do Verify3D (EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997).
Esse servidor avalia a precisao de um modelo tridimensional de proteina através da avaliagao
da compatibilidade do modetmm sua propria sequéncia de aminoacidos, usando um perfil
3D calculado a partir das coordenadas atémicas da estrutura (LUTHY; BOWIE; BOWIE,
1992) . Dentre as vari8veis | evadas em consi

proteina e inacessivab solvente; a fracdo da area da cadeia lateral coberta por atomos
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polares (nitrogénio ou oxigénio); e a estrutura secundaria local (BOWIE; LUTHY;
EISENBERG, 1991). Residuos com escore-1¥D médio maior ou igual a,® sao
considerados adequados. Proteamagjue mais de 80% dos aminoacidos possuam este perfil
possuem boa correlacdo entre sequéncia e estr@sinzalores calculados pelo Verify3D
para os trés modelos de scFv podem ser encontrados na bab&lado as estruturas
apresentaram pelo men@8% dos seus residuos com escorelBDmédio maior ou igual a

0,2, corroborando a qualidade dos modelos obtidos.

Tabelab - Percentual de residuos com Escorel¥badequados

segundo o programa Verify3D

Modelo | Residuos com Escore 30D médioA 0,2 (%)

P10 100
P12 98,3
P15 100

Fonte: elaborado pelo autor. Os valores percentuais sdo uma razao entre o nimero de
residuos cujo o escore 3D é maior ou igual a,P e o nimero total de residuos de

aminoacido presentes no arquivo de coordenatiesicas submetidos ao servidor.

4.2 Validacdo da metodologia delockingcomputacional

O docking entre proteinas é uma metodologia adequada para fornecer
informacBes sobre a funcdo molecular gadipeptidioscom base no reconhecimento,
afinidade e especificidade (GRAY, 2006). Do ponto de vista termodinamico, complexos
pr - xi mos ° conf orma-«o0o nativa devem estar
mudanca de energia livre de formacdo do complexo em relacaseasscomponentes
separados (SMITH; STERNBERG, 2002). Um dos grandes desafios dos métddokidg
é determinar de forma constante, rapida e acurada esse minimo de energia (VERKHIVKER
et al., 2000).

Na auséncia de dados bioquimicos ou evolucionari@sgqaar odocking o
método resultard em diversos modelos com o0 que sdo aparentenznpoibivacbesjue
representam aproxima-»es do @G (RADOM; PL,
classificar esses complexos, diversos algoritmos de ranqueamento @@ntdd funcdes de

energia vém sendo desenvolvidos (MOAL et al.,, 2013). Entretanto, apesar dessa
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reclassificacdo poder ser util para reduzir o numero de modelos provaveis, dificilmente &
possivel identificar de maneira inequivoca os modelos corretos satdavépontuacao
fornecida potaisprogramas.

Considerando que conformactgscadascorretamente estdem um valor
minimo dasuperficie de energia livre e que existem grandes barreiras energéticas entre tais
estruturas e as incorretas, que compde confgiewinstaveis ometaestavejsé possivel
fazer uso de simulacdes de Dddm aqueciment@ara discriminar estruturas nativas ou
préximas e, dessa forma, reduzir a ocorréncia de falsos positivos (RADOM; PLUCKTHUN;
PACI, 2018). Neste trabalho, foi avaliadpeaformance de dois programasdiekinge um
servidor de reclassificacdo dos modelos salmie complexos conhecidos com o receptor
PD-1.

No complexo entre PI2 e PDL1 (PDB ID: 4ZQK), ndo foram recuperadas
quaisquer estruturas adequadas a partir de ambas metodolog@skitlg como pode ser
constatado pela avaliagdo do DockQ, que classificou todos os modelos produzidos tanto pelo
HADDOCK quanto pelo ClusPro como incorretos. As panfies geradas por ambos 0s
programas gontuacdo doHADDOCK e pontuacdo ponderada do ClusPro) foram
insuficientes para distinguir as mas conformacgfes. A pontuacdo ponderada normalizada
resultante do DockScore para a maioria dos modelos foi ruim, o quegeestérdo com a
baixa qualidade dos mesmos. Cinco estruturas (trés obtidas pelo HADDOCK e duas pelo
ClusPro) foram utilizadas para DM com aguecimento, e todos os valores encontrados para

tais estao listados nas Talsfbe 7.

Tabela6 - Estruturas resultantes dockingentre PB1 e PDL1 com o HADDOCK

Norrl:l)(lavl para Tar;igtrg)r do Rl(\/SD Pl_?ggjggaé)Kdo Esczore DockScore | DockQ
HADDOCK-1 16 141 -71,8 -0,7 0,4762 0,010
HADDOCK-2 9 6,5 -64,4 -0,3 0,3717 0,015
HADDOCK-3 19 0,9 -97,3 -2,3 0,9379 0,015

Fonte: elaborado pelo autdks cores que estdo colorindo os nomes dos complexos sdo a mesmas utilizadas
nos graficos de RMSDODs modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o tamanho
do clusterproduzido, o seu RMSD, dado em &ngstréms é)pntuacio delIADDOCK e o Escore&Z. Para
classificagéo do DockScore, fse 0 uso do pardmetro de pontuagdo ponderadaativaa. Os valores
gerados para o0 DockQ s&o dependentes dos parametros Fnat, iRMS eQfdBiplexos foram renomeados

a fim de facilitar a identificacdo dos mesmos durante as andlises das simuld@&s de
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Tabela7 - Estruturas resultantes dockingentre PB1 e PBDL1 com o ClusPro

Nome para DM Tamanho do Modelo c~1e Pontuacéo DockScore | DockQ
cluster pontuacao ponderada

ClusPrel 76 vdw -6188 0,1888 0,009

ClusPre2 76 vdwW -6188 0,0400 0,040

Fonte: elaborado pelo autdrs cores que estamlorindo os nomes dos complexos sédo a mesmas utilizadas

nos graficos de RMSDD ClusPro oferece quatro tipos de modelos de pontuacéo que favorecem tipos de
interacdes distintas que podem predominar em dados complexos; as estruturas espodhidpsesgam

0 menor e o maior valor de DockQ, respectivamente, encontrados dentre as didlimaiam o modelo

que favorece as forcas de van der Waals. Além da pontuacdo ponderada, o tamanho dos clusters também foi
avaliado. Também foi feita analisedos modeads pelo DockScore e pelo DockQ. Os complexos foram

renomeados para realizacdo das simula¢c6es de DM.

As simulagdes de dindmica molecular foram eficientes na eliminagéo de falsos
positivos para este complexo: das cinco estruturas simuladas, apenas umaOEKRRP
resistiu ao aquecimento e manteve um RMSD abaixg5dend, representando uma taxa de
erro de 20%. Os valores de iRMS estdo em concordancia com os obtidos a partir da analise

da estrutura global. Tais informacdes podem ser visualizadas na Fégura 1

Figura B - Variagdo do RMSD do cristal 4ZQK e das estruturas resultante®adong

computacional entre RD e PDL1 durante simulacdes de DM com aguecimento
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Fonte: elaborado pelo autor. Ef)(estédo os valores de RMSD para a estrutura globalatoplexos e enB)
estdocolocadass variacdes do iIRMS. As simulagbes foram conduzidas por 30 ns a 310 K, por 12,5 ns a 330

K e a 360 K e por 15 ns a 390 ®s valores acima de 0,50 nm estéo dessaturados.
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Todo o processo de avaliacao foi reproduzido pacmplexo entre P12 e
o Fv do anticorpo monoclongdembrolizumabgPDB ID: 5B8C) N&o obstante, para esse
conjunto,tanto o ClusPro quanto o HADDOCK mostraram ser eficazes em produzir bons
modelos, uma vez que o primeiro destes gerou cinco estrutasagfichkdas como de alta
qualidade pelo DockQ e o segundo produziu quatro. As métricas de pontuacado utilizadas
pelos programas ddocking foram eficazes em classificar as melhores estruturas nesse
sistema. O DockScore conseguiu destacar alguns dos methodetos produzidos pelos
servidores, embora ndo na ordem exata da classificagdo produzida a partir do DockQ;
entretanto, dois dos modelos de alta qualidade pontuaram mal no DockScore. Tais dados
podem ser encontrados nas Tab8la$.

Tabela8 - Estruturas resultantes dimckingentre PD1 e o Fv do pembrolizumabe com o
HADDOCK

Tamanho RMSD Pontuacéo do

Nome para DM EscoreZz DockScore DockQ

do cluster (A) HADDOCK
HADDOCK-1 76 0,5 -1722 -1,9 0,8907 0,856
- 76 0,5 -1722 -1,9 0,5901 0,865
HADDOCK-2 76 0,5 -1722 -1,9 0,9372 0,869
- 76 0,5 -1722 -1,9 0,8289 0,863
HADDOCK-3* 84 138 -87,2 0 0,6009 0,005

Fonte: elaborado pelo autdks cores que estdo colorindo os nomes dos complexos sdo a mesmas utilizadas
nos graficos de RMSDODs modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o tamanho
do cluster produzido, o seu RMSD, dado em angstroms éipontuacdo delADDOCK e o EscoreZ. No

cluster 2 foram encontrados todos os modelos que melhor foram pontuados pelo Dosk@yais dois
(HADDOCK-1 e HADDOCK-2) foram submetidos a simula¢gdo com aquecimehittADDOCK-3 foi

utilizado nas simula¢cdes de DM como controle negativo. Uma outra estrutura (néo listada) que obteve a pior

classificacédo pelo Dock@omeada HADDOCK4, também foi usada como controle negativo.
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Tabela9 - Estruturas resultantes diockingentre PB1 e o Fv do pembrolizumabe com o

ClusPro
Nome para DM Tarl]lﬁgpeor do gﬂc?niﬁgjggg ppgr?;lé?ggg DockScore DockQ
ClusProel 118 B -8833 0,9368 0,894
ClusPre2* 99 B -5653 0,6902 0,036
99 B -5653 0,937 0,881
- 86 IE -5767 0,9368 0,894
- 63 IH -5582 0,6905 0,894
- 50 vdw -5863 0,8951 0,893

Fonte: elaborado pelo autdks cores que estdo colorinds womes dos complexosdoa mesma utilizades

nos graficos de RMSODsmodelos obtidopelos ClusPro foram avaliados quanto ao tamanho dos clusters e a
pontuacdo ponderada fornecida. @sdos de ligacdo de boa qualidade, aferida pelo DockQ, foram obtidos
através dos modelos de pontua¢itanceado (B favorecendo interacfes eletrostéticas (IE), favorecendo
interacdes hidrofébica (IH) e favorecendo forcas de van der Waals. Cinco estruturas de alta qualidade foram
produzidas, segundo o DockQ, das quais duas, denominadas €lus®osPre3, foram sumetidas a DM

com aquecimentd.ClusPre2 e ClusPre4 (néo listado), representantes de estrutdogadasncorretamente,

segundo o DockQ, foram utilizados como controles negativos.

Para realizacdo das DM com aquecimento, dois modelos de alta qualidade
gerados por cada método foram utilizados como controles positivos e dois modelos gerados
por ambos que pontuaram mal no DockQ, como controles negativos. Os respectivos
resultados paraaviacdo do RMSD desses modelos e da estrutura cristalogréfica estédo
ilustrados pela Figura7l As simulagdes foram eficazes na distingdo das estruturas corretas.
Todas aquelas que pontuaram bem no DockQ mantiveram seu RMSD e iRMS abaixo do
valor de corte @adecorrer simulacéo; ja os controles negativos apresentaram variacdes bem
superiores. Dessa forma, a metodologia de DM obteve uma taxa de acerto de 100% para esse
complexo.

A importéncia da realizacdo dessa etapa de validacdo para o método de
dockingé exacerbada pelo fato de que ndo existem dados estruturais sobre as interagfes
envolvendo o pidilizumabe. Os testes realizadogslnsTomplexos supracitados permitiram
concluir que: os programas deckingHADDOCK e ClusPro sdo capazes de produzir
modelosde alta qualidade para complexos protgir@eina, mas seus algoritmos de

pontuagéo sédo, muitas vezes, insuficientes para identificar quais estruturas, dentre centenas
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de modelos produzidos, séo de fato as mais apropriadas, um problema que € considerado u
dos maiores desafios no campodbkingmolecular (KROVAT; STEINDL; LANGER,
2005); a classificacéo feita pelo DockScore é cagazinhas geraisieidentificar modelos
incorretos, embora seja ineficierim realizar unmanqueamentprecisodos bons radelos,
tendo uma performance compativel com os achados de Moal e colaboradores (2013); as
simulacées de DM com aquecimento propostas por Radom e colaboradores (2018) foram
eficazes na identificacdo dos modelos mais proximos ao complexo nativo, mas nao
eliminaram completamente a ocorréncia de falsos positivo

A surpreendente termoestabilidade dnodos de ligacaa@onsiderados
incorretos pelo Dock(a exemplo de ClusPro2 no complexoPPD-L1, capazes de manter
uma variacdo baixa do RMSD mesmo a temperstonaito elevadas, considerando o
contexto biol6gico, pode sinalizar para a presenca de tais estruturas dentro do funil na
superficie de energia de livre do sistema, e sua difusdo para conformacdes corretas durante o
tempo de simulagdo (RADOM; PLUCKTHUN; FA, 2018).

Figura I7 - Variacdo do RMSD do cristal 5B8C e das estruturas resultantdsating
computacional entre o RDe o Fv do mAb pembrolizumabe durante simulagbes de DM com

aguecimento
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Fonte: elaborado pelo autor. Ef)(estéo os valores d&MSD para a estrutura global dos complexos eEBm (
estdocolocadass variacdes do iIRM%s simula¢des foram conduzidas por 30 ns a 310 K, por 12,5 ns a 330
K e a 360 K e por 15 ns a 3%linha preta corresponde ao RMSD do cristal 5B8E& valores acimde 0,50

nm estdo dessaturados.

4.3 Dockingdos scFvs a PEL e DLL1
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Seguiuse utilizando a metodologia referente ao HADDOCK para realizar
uma primeira rodada d#dockingsentre os scFve seus possiveis ligantes. Foi feito o uso
integrado ds pontuacdes fornecidas peldDDOCK e DockScore para selecionar os trés
melhores modelos para cada scFv, que estdo listados na Ta@b¥lalelressaltar que o
DockQ néo foi utilizado para essa etayiato que € uma ferramenta intrinsicamente ligada
a validacdo e necessita de uma estrutura cristalogréafica de referéncia para avaliar a qualidade
do docking Para simplificar a denominacdo dos modelos, os complexos entre 0s scFvs com
0s peptideos ligantede 10, 12 e 15 residuos de comprimento e o receptet fbam
nomeados de complexB40PD1, P12PD1eP15PDJ, respectivamente; jA os modelos que
utilizam esses scFvs, na mesma ordem, mas com a proteina DLL1, foram chankidbs de
DLL1, P12DLL1 e P15DLL1, respectivamentd?arametros como o RMSD, tamanho do
cluster, e as demais métricas fornecidas pelo programa nduwes&osuficientes para aferir

quais estruturas sdo proximas as nativas.

Tabela D - Estruturas resultantes dincking entre PD1 e ostrés scFvs utilizando o
HADDOCK

Tamanho do Pontuacdo Dock

Complexo Modelo cluster RMSD (A) do EscoreZ Score
HADDOCK

P10PD1-1 5 35 -73,0 -1,7 0,932

P10PD1 P16PD1-2 5 35 -73,0 -1,7 0,910

P10PD1-3 8 144 -66,2 -1,0 0,879

P12PD1-1 18 14,6 -65,7 -1,3 0,907

P12PD1 P12PD1-2 18 14,6 -65,7 -1,3 0,820

18 11,3 -56,8 -0,7 0,748

P15PD1-1 17 9,9 -76,9 -2,1 0,856

P15PD1 P15PD1-2 5 9,0 -58,0 -11 0,753

P15PD1-3 5 11,5 -24,8 0,6 0,752

Fonte: elaborado pelo autdts cores que estéo colorindo o nome dos complkefass mesma utilizadas nos
gréaficos de RMSDOs modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o tamanho do
clusterproduzido, o seu RMSD, dado em angstroms&pntuacdo dd ADDOCK e o Escor&Z. Os modelos

listados também foram selecionados, dentre os demais, al@s/éalores dDockScore
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Levando em consideracdo os valores altos de RMSR podtuagcdo do
HADDOCK, e tendo em mente que os dados utilizados para gu@ocking pelo
HADDOCK foram preditos computacionalmente, considesewapropriada a realizacdo de
uma segunda rodada deckingutilizando o ClusPro, da qual foram extraidas as melhores
estruturas correspondentes a todos os quatro modelos de pontuacao do pragyraea,
as que obtiveram melhores valores para a pontuacdo ponderada. Além do modelo
cristalografico ja considerado paraR§2M2D), foram utilizadas outras 4 estruturas para
tal receptor, gerando, ao final docking 60 modelos para complexos entr®D-1 e os
scFvs. As estruturas, alinhadas utilizando o programa Chimera, demonstraram uma alta
variabilidade;além da avaliagdo das métricas do ClusPro, foi realizadainspecéo visual
visando selecionar os modelos com maior similaridade de modo de lg@agaealizacao
da DM (Tabela 11).

Tabela 1 - Exemplos de modelos resultantes docking entre diversas estruturas

cristalografica do PEL e os scFvs com o servidor ClusPro

Cristal do PD-1 Tamanho do Pontuacéo
Complexo Modelo -
utilizado cluster ponderada
P10PD1 47QK 176 -574,3
P12-PD1 5GGS 117 -5123
P15-PD1 5B8C 117 -5384

Fonte: elaborado pelo autds cores que estdo colorindo os nomes dos complexos sédo a mesmas utilizadas
nos gréaficos de RMSDOs modelos foranobtidos pelos ClusPro utilizando o modelo de pontuagéo

balanceado.

Os doze modelos resultantes dessas duas metodologiadoakéng
computacional isto €, nove estruturas obtidas pelo HADDOCK e trés pelo ClugBram
submetidoss DM com aguecimento. Os resultados, ilustrados pela Figuevitlenciaram
que todos os coplexos tiveram uma alta variacdo de RMSD e IRMS, nenhum destes
mantendo valores abaixo da linha de corte estabelecida. Os altos valores de iIRMS sé&o
indicativos da dissociacdo dos complexos (OH; CONSTA, 2017), fato que pbde ser

comprovado pela visualizac#as trajetorias utilizando softwareVMD.
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Figura 18- Variagdo do RMSD das estruturas resultantedaingcomputacional entre o
PD-1 e os scFvs produzidos por modelagem comparativa durante simulacées de DM com

aguecimento
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Fonte: elaborado pelo autor. Em A estédo os valores de RMSD para a estrutura global dos complexos e em B
estéo colocadas as varia¢des do iRMS. Os valores acima de 0,50 nm estéo dessaturados, 0s pontos representam
estruturas obtidas pelo HADDOCK, e as linhastruturas obtidas no ClusPro. Os valores elevados e
inconstantes do RMSD e iRMSD em todos os complexos indicam o desprendimento das proteinas causado pela
auséncia de interacdes. De fato, é possivel visualizar a auséncia de intera¢des na reprodjeiddalaglo

VMD.

O processo de desenvolvimento do anticorpo monoclonal pidilizunmébe
levou em conta sua especificidade da intera¢cdo, mas sim sua capacidade de suscitar uma
resposta desejada (HARDY et al., 1994). Mesmo com a utilizagdo do mesmo em diversos
testes clinicos que alegavam que tal mAb correspondia a um anticorp@dn{PHILIPS;
ATKINS, 2014), apenas em 2018 foram divulgadas as primeiras informacfes que essa
proteina interagia primariamente com DLISTENNER; RENNER, 2018 Nao obstante,
nao ha na literatura, até o momento, quaisquer trabalhos que elucidem as intseacoes,
existentes, entre tal anticorpo e aPPortanto, este € o primeiro estudo estrutural a elucidar
que o pidilizumabe, dentro dos modelosidekingvalidadosaqui citados, néo interage com
a PD1. Tal informacé&o € de suma importancia para a melhorre@mgdo das vias inibidas
a partir da utilizacdo desse mADb e das consequéncias biolégicas por tras dessa inibicao.

O mesmo processo foi replicado para os complext® os scFvs e DLL1
Os modelos obtidos pelo HADDOCKram selecionados com auxilioad pntuacdes

fornecidas pelo préprio programa deckinge peloDockScore e estao listados na Tabela
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Tabela 2 - Estruturas resultantes diockingentre DLL1 e os trés scFvs utilizando o

HADDOCK
Complexo Modelo gggig{g RMSD (A) Pon;[jLéa(;éo EscoreZ nggrlé
HADDOCK

P10DLL1-1 7 0,90 -1089 -2,5 0,907

pioDLL1 P10DLL1-2 7 0,90 -1089 -2,5 0,802
P10DLL1-3 7 0,90 -1089 -2,5 0,797

P12DLL1-1 6 130 -1006 -2,4 0,936

p12DLL1 P12DLL1-2 6 130 -1006 -2,4 0,869
6 130 -1006 -24 0,847

P15DLL1-1 4 1,2 -744 -1,1 0,845

P15DLL1  P15DLL1-2 6 242 -80,6 -1,4 0,815
P15DLL1-3 7 229 -54,1 -0,2 0,805

Fonte: elaborado pelo autor. Os modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o

tamanho dalusterproduzido, o seu RMSD, dado em angstroms #4)ontuacio dslADDOCK e o Escore

Z. Os modelos listados também foram selecionados, dentitenuais, através da classificagigla avaliacao

das pontuagfes do HADDOCK e BockScoreValores iguais de pontuacdo do HADDOCK séo referentes a

estruturas oriundas do mesgiaster.

Assim como foi feito para as estruturas anteriores, umaaekingutilizando

o ClusPro foi realizado; entretanto, como existe apenas um cristal para a proteina DLL1, o

mesmo foi utilizado juntamente aos trés scFvs, totalizando doze modos de ligagd® obtid

nesta etapaconsiderando os quatro modelos de pontuacao fornecidos pelo sérgiger

foram selecionados através da mesma metodologia descrita nos complexos envolvendo PD

1. Tais estruturas estao listadas na Tabela 13.
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Tabela B - Exemplos de mdelos resultantes diockingentre a proteina DLL1 e os scFvs

utilizando o servidor ClusPro

Cristal do DLL1 | Tamanho do Pontuacéo
Complexo Modelo -
utilizado cluster ponderada
P10DLL1 4XBM 80 -680,7
P12-DLL1 4XBM 107 -6352
P15-DLL1 P15DLL1-ClusPro 4XBM 97 -7915

Fonte: elaborado pelo autor. Os modelos forbtidospelos ClusPro utilizando o modelo de pontuagéo

balanceado.

Figura 19- Variacdo do RMSD das estruturas resultantedatkkingcomputacional entre

DLL1 e os scFvgroduzidos por modelagem comparativa durante simulacbes de DM com

aguecimento
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Fonte: elaborado pelo autor. Em A estéo os valores de RMSD para a estrutura global dos complexos e em B estédo
colocadas as variag6es do iRMS. Os valores acima de 0,50 nm estédo dessaturados, 0s pontos representam estruturas
obtidas pelo HADDOCK, e as linhasstruturas obtidas no ClusPro. Os complexos denominadeBLR10

ClusPro e P1-DLL1-3 foram os que se mantiveram mais estaveis ao longo do aquecimento.

As simulagbes com aquecimento foram realizadas com essas doze estruturas
e os valores para o RMSD abte da interface podem ser encontrados na Figur®das
estruturas apresentaram maior termoestabilidade durante 8 INDLL 1-ClusProe P12
DLL1-3 (a partir de agora referidas apenas cdri®DLL1 e P12DLL1). Apesar da

primeira ter concluido a simul@ag com RMSD acima do corte pedtabelecido, sua variacao
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total média mantevse proxima a & nm, motivo pelo qual optese por continuar com as
duas estruturas para realizagdo de simulagdes mais extensas.

Vale ressaltar que os fragmentos de anticorpanioposicionados em sitios
diferentes do DLL1 dentro desses complexos: enquan®1l&DLL1 o scFv interage com
a regido C2, erR12DLL1 a interacdo ocorreantransicdo entre C2 edominio de ligagédo
ao antigeno CSL. Uma vez que a atracao eletrostaidigyparmente as interacdes carga
carga especificas na interface de interacdo, desempenha um papel importante no
reconhecimento molecular (GABB; JACKSON; STERNBERG, 1997), foi feita a analise do
perfil eletrostatico nas regides em que os scFvs fdarads (Figura20).

No complexacom P10Q n&o pode ser visualizada uma complementaridade de
cargas entre as proteinas: enquanto a superficie de DLL1 esta mais proxima da neutralidade,
os residuos da interface do scFv estéo carregados positivamente ou Ig@olosyisso pode
indicar que ndo existem forgas atrativas ou repulsivas resultantes dessa interac&i.2Ja em
DLL1, existem, em alguns pontos da interface, regides de encaixe entre cargas opostas, que
podem favorecer a formacéo de interacfes eletrosd#CaNER; KEIL; BRICKMANN,

2002).

Figura20 - Andlise do perfil eletrostatico das interfaces de interacaoBtEl

Fonte: elaborado pelo autor. Os compleRG@8DLL1 (laranja)e P12DLL1 (amarelo)Yoram alinhados sobre
a estrutura @ DLL1 (cinza) utilizando o programa Chimera. As superficies eletrostatis@® ilustradas em

um intervalo de3 a 3 kT/e, com asacgas negativas coloridamvermelho e cargas positivasmazul.
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As informagBes obtidas através ddocking dessas moléculas séo
impreséndiveis para guiar os estudos de mutagénese e orientar as aplicacdes no desenho de
farmacos (DE RUYCK et al., 2016). Nao obstante, para avaliar qual dos dois modos de
ligacdo propostos para os scFvs € o mais provavel de acontecer em um aacbiedigdes
fisiologicas e elucidar pardmetros como a estabilidade dos complexos, simulacdes de

dindmica molecular foram utilizadas.

4.4  Dinamica molecular dos complexo®10-DLL1 eP12DLL1

Simulag6es de DM foram utilizadas na obtencéo de detalhes atomisticos das
interacBes dinAmicas entre as moléculas que contribuem para a estabilidade e funcédo das
proteinas (CHILDERS; DAGGET, 2017). Dentre as analises realizadas, a avaliacdo da
variacdo dadesvio quadratico médio das coordenadas atbmicas ap0s a superimposicéo de
um conjunto de estruturas € a escolha mais comum para quantificar diferencas nas estruturas
e dindmicas macromoleculares (SARGSYAN; GRAUFFEL; LIM, 2017). Por isso, o0 estudo
do RMSD écomumente usado em andlises de trajetorias de dinamica molecular para
estabelecer o periodo de equilibrio e a qualidade das simulacfes, e para rastrear alteracées
dindmicas ap6s a modificacdo de proteinas (LEE; QI; IM, 2015).

A Figura2lilustra a variagd do RMSD dos componentes do compl8X®
DLL1: em 1 esta o scFv com peptideo ligante de 10 residuos de aminoéacidos; em 2 esta o
alvoDLL1; e em 3, estdo os atomos da interface entre esses dois componentes. A analise dos
graficos permite afirmar que os RS do fragmento de anticorpo e do DLL1 estabilizaram
se por volta de ,@ e Q5 nm, respectivamente, apdés 0s primeiros nanossegundos de
simulacao; este ultimo sofreu uma maior variacdo por volta dos 120 ns da segunda replicata,
mas logo retornou ao valor dquilibrio.

A interface da interagdo sckantigeno apresentou uma mai@riacdona
replicata 2, conum aumento d®MSD sendo identificada nos ultimos 50 ns de simulacao
Tomando esse dado em conjunto com a diminuicdo da area de superficie acessivel ao
solvente nessa mesma simulac&g(ra 23, inferese que tal variacdo esta associada ao
deslocamento da interface para uma conformagédo mais coesa, e ndo a uma instabilidade no
complexo. Nao obstante, enquantceplicata lapresentou um sutil aumento deviR nos
altimos nanossegundda DM, 0iRMS da replicata 3 teve valor praticamente constante que,

ao longo de toda a simulagéo, variou em torno,s&.
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Figura2l - Variacdes no RMSD do scFv, do ligante e da interface do compE&bLL1

em funcéo doempo de simulagéo
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Fonte: elaborado pelo autor. Na imagef), ifustra 0 RMSD do scFvB) o RMSD do DLL1; eC) 0 iRMS
do complexdP10DLL1. As linhas coloridas ertons de vermelhsado representativas das replicatag e 3,

respectivamente.

Os valores de SASA em ambos os complexos variou em torno de 210 nm?2 ao
longo do tempo simulado, demonstrado a boa estabilidade dos mesmos (Figura 22). Também
foi feita a comparacdo da SASA de DLL1 em sua forma nédo ligada camsmo nos
sistemas com P10 e P12, o que resultou na constatacao que a interacdo ao scFv pouco alterou
a sua area superficial acessivel. Porém, vale ressaltar que a tendéncia de dimuin¢cédo de SASA
previamente constatada na replicata 2 do complexeDR1Q também foi observada na
analise isolada de DLL1 nesse sistema, reiterando a hipfidesemento do iRMS estar
associado a um deslocamento para uma conformagdo que maximiza a interface scFv

antigeno e reduz a acessibilidade ao solvente.
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Figura 22i Area desuperficie acessivel ao solvente nos complexos-aofigeno e no
alvo DLL1
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Fonte: elaborado pelo aut@®s graficos A e B correspondem a variacdo da area superficial total acessivel ao
solvente nos sistemas PDLQL1 (tons de vermelho) e PARLL1 (tons de verde), respectivamente. Ja os C, D
e E ilustram essa variagdo para o ligante DLL1, onde no prime#&dgjante livre (tons de amarelo), no

segundo esta o mesmo em complexo a P10, e, no terceiro, em complexo a P12.

Na Figura 3, é possivel visualizar a variagdo do RMSD dos componentes do
complexoP12DLL1. Para esse sistema, todos os valores de RMSD apresentaram pouca
variacéo ao longo dos 250 ns simulados, a exce¢ao do iRMS na replicata 2, que, apesar de
ter se mantido estavebr volta de (6 nm durante grande parte da DM, teve um subito

aumento nos ultimos 50 rnSssa alta do IRMS foi acompanhada do aumento da SASA nesse
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sistemap que pode ser indicativo da dissociagdo do complercentanto, tal evento néo
pbde seiobservad nareproducdo da trajetéria no VMD, tornando necessarias simulacdes
mais extensas que comprovem a tendéncia a dissocldg8alemais repeti¢cdes, o iIRMS
permaneceu estavel em aproximadamerientn durante toda a simulacdo. Ademais, o
RMSD do scFv em tab as replicatas mantege proximo a média de3b nm. Ja o do

ligante cercou o valor de®nm.

Figura23 - Variacbes no RMSD do scFv, do ligante e da interfadel&DLL1 em funcao

do tempo de simulagéo
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Fonte: elaborado pelo autor. Maagem, A) ilustra 0 RMSD do scFvB) o RMSD doligante e (C) 0 iRMS
do complexoP12DLL1. As linhas coloridas ertons deverde séo representativas das replicatas 1, 2 e 3,

respectivamente.

O comportamento observado nas Figdiae 23 esta de acordo oo 0s
achados reportados em outros estudos de dindmica molecular. E comum verificar um
momento inicial em que o RMSD aumenta ao longo do tempo, fato associado ao relaxamento
do sistema. Os valores de RMSD passam a ser praticamente estacionarios apeaas quand

atingido um platd, e entéo é possivel afirmar que o sistema alcancou o equilibrio (STELLA,
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MELCHIONNA, 1998). Esse comportamento é esperado mesmo em sistemas devidamente
equilibrados previamente a dindmica de produi@gague 0os mesmos estado em movitoen

as posicdes dos atomos estdo constantemente mudando;sespee RMSD aumente
inicialmente (MELCHIONNA; FALCONI; DESIDERI, 1998).

Entretanto, o fato de que existiu um incremento nos valoiedw® emcertas
repeticbes da DM, tanto para complexee envolve P1Quanto paraquele com P12os
altimos nanossegundos de simulacao leva a conclusao de que o platé de RMSD pode nao ter
sido atingido, revelando a necessidade da realizacdo de simulacdestarsasito caso
do sistema P1PLL1, o aumento do tempo simulado pofigermitir observarseo aumento
do iRMS observado foi, de fato, indicio da dissociacdo completa neste congleo;
comportamento observado na segunda replicata esta relacionadevanto isolado, ou se
h& uma tendéncia a dissociacdo tambéndeamisrepeticoes.

Uma das limitacdes da analise com RMSD € que ela néo revela as regides
localmente mais flexiveis das macromoléculas (SARGSYAN; GRAUFFEL; LIM, 2017).

Isto significa que avaliacdo deste parametro ndo permite distinguir entre uma proteina com
algumas regides muito rigidas e outras muito flexiveis dealipeptidioem que todas as
regibes séo semiflexiveis (MARTINEZ, 2015). Para identificar a flutuacdo individual média
de cala residuo e calcular a flexibilidade local do scFv e do antigeno, foi feita a analise por
RMSF.

A Figura 2 mostra a flutuacdmédiad os CU dos res2duos ¢
gue compdd’10 e P12, quando complexados a DLdando destaque para as regides de
CDR e para o peptideo ligante flexivel. Os residuos da replicata 3 refementemplexo
P10DLL1 apresentaram uma flutuagdo superior as outras duas replicatas, que veat sua
comportararrse de forma muito semelhante. No compl4@DLL1, todas as repefies
apresentaram um perfil de RMSF praticamente idéntico.

De maneira geral, as CDRs das cadeias leves nas duas estruturas foram as
regides de menor variacdo, podendo indicar que os residuos presentesegesEsagstao
envolvidos ativamente na interagc@do obstante, os aminoacidos que fazem parte dos
peptideos ligantes foram os que apresentaram maior flutuacdo média, o que é esperado dado

0 alto conteudo de glicinas nessas algas.
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Figura 21 - Flutuacao dos residuos dos scPi1® e P12 nos complexos com DLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. Na imagemeBi | ustram os nRMSiEwsdod ecsvs B10
(replicatas em tons de vermelt®PL2 (replicatas em tons de verdg)ando complexadosBLL1. As regides
correspondentes aos peptideos ligantes flexiveis estdo marcadas em cinza nos Jraic@DRs foram
coloridos de acordo com o cAdigo de cores estabelecido na Figura 13, cehilCORRH2, CDRH3, CDR

L1, CDRL2 e CDRL3 em tons de wenelho, verde, azul, amarelo, rosa, e laranja, respectivamente

Na Figura 3, foram indicadas as flutuacdes dos residuos do O¥A)lem
sua forma nao ligad®}, em complexo com o scFv com peptideo ligante de 10 residuos de
aminoacidos€) e emcomplexo com o scFv com 12 residuos no coneBtprAssim como
a flutuacdo do scFv na replicata 3 do compl®&®DLL1 foi superior a das demais
replicatas, o mesmo foi observado para flutuacéo dos residuos do antigeno. O DLL1 presente
em complexo a P18oresentou reducdo no RMSFad - @& 4j& @uando complexado a
P12 tal diminuicdo ocorreu principalmente nas aléagh 3e b 5 6 Tais regifes estédo
envolvidas naintera@es

Os resultados encontrados indicaram uma baixa flutuagdo média geral nos
restluos presentes dentro das regides determinantes de complementariedade. A excecao de
uma das replicatas do compleRA0ODLL1, todas as repeticdes apresentaram resultados
muito semelhantes. Qalores mais altode RMSF encontrados na replicata 3d6DLL1
podem indicar uma flutuacdo na estrutura inteira ou podem refletir apenas grandes
deslocamentos de um pequeno subconjunto estrutural dentro de uma estrutureigeral
rigida(MARTINEZ, 2015). J& no ligante, as regiées de maior flexibilidade em todesos ¢
foramo dominio DSLeaalcague conecta as f i1 asquéchnpdee as

0 dominio C2.
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Figura & - Flutuacao dos residuos do DLL1 livremcomplexocom P10 e P12
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Fonte: elaborado pelo autor. Na imagémijustra o arranjo deluasfolhasb de quatro fitas que formam o

dominio C2; a direita, as fitas correspondentes estdo marcadas em vermelho na estrusyr@ 8D

representam

0s

val or e esrasiduosRIMBLEL emsua éorme liyrepticasaen sonsC U

de amarelog nos complexosom P1Q(tons de vermelha} P12 (tons de verdeyespectivamente.
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O enovelamentoadequado de macromoléculas biolégicas esta entre os
principais problemas encontrados pela biologia molecular e biofisica. A correlacdo entre a
taxa de enovelamento e os parametros que refletem a compactacdo de uma estrutura proteica
pode ser encontrada afiversas classes de proteinas, e revelam o papel do raio de giro como
uma medida da compactacdo de tais macromoléculas (LOBANOV; BOGATYREVA,
GALZITSKAYA, 2008). Desta forma, o Rg esté relacionado a forma global da molécula de
proteina e reflete a propagacespacial da massa proteica (LIKIC et al., 2005).

A andlise do Rg dos scFass dois complexa®velou que tais estruturas nao
progridem para uma estrutura mais compacta nem, tampouco, tendem a desnaturagéo ao
longo da simulacéo, mas mantém valores esgwoximos a, 80 nm durante os 250 ns de
DM (Figura ®). Tal fato é reiterado pela analise do Rg nos eixos X, y e z, onde quaisquer
alteracbes em um dos eixos € imediatamente compensada por modificacbes nos demais de
forma a manter uma média estavigb@ndiceF).

Um tipo de interacdo intramolecular crucial em proteinas globulares é a
interacdo hidrofébica. Tais interacfes, estabelecidas entre os aminoacidos ndo polares,
garantem a estabilidade das proteinas globulares em solucéo, protegendo os residuos néo
polaresem nucleos hidrofébicos, longe do ambiente aquoso (PACE et al., 1996). O processo
de desnaturacao resulta no desenovelamento da proteina que, inevitavelmente, expde seu
nucleo hidrofébico ao solvente, resultando no incremento da area superficial agssivel
solvente (ZHANG; LAZIM, 2017). Os valores de Rg e SASA (Figura 22) confirmam a

manutencdo das estruturas nativas.

Figura26 - Variagcéo do raio de giro total nos compleld$9DLL1 e P12DLL1

A B
1.90 1.90
=]
-2
1.85 1.854 |
—_ — | !
g «'r i f \ m E
£ 1.80 WIWH m ' Z 1801
&n
3 -y M ,“ W w\,,m " &
1.75 1.754
]'70 1 | 1 1 ] 1-70 1 | 1 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Tempo (ns) Tempo (ns)

Fonte: elaborado pelo autor. Os gréafidog B sdo representativos do raio de giro total nos complEg0s
DLL1 (tons de vermelhog P12DLL1 (tons de verde)respectivamente. Os valores de Rg em ambos os

complexosse mantiveranestaveis e proximos @80 nm ao longo do tempo simulado.
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As ligacoeglehidrogénio tém um papel proeminente na formagé&o da estrutura
secundéria e na estabilizacdo da estrutura terciaria devido as interacdes entre partes da
proteina que estéo distantes em sequéncia. Asssnesthilizam estruturalmente grandes
partes das proteinas (GOHLKE; KUHN; CASE, 2004). Além disso, tais interacfes
representam um ponthave no reconhecimento e especificidade molecular para formacao
de complexos proteicos (KURODA; GRAY, 2016).

Figura Z - Variacdo do numero total de ligacd#shidrogénio totais em funcédo do tempo

nos complexos de P10 e P12 com DLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. Os gréaficos ilustram a variagdo do nimero total de liggdgdeesyénio ao longo
da simulacdo. Enquanto eencontrarse os valores obtidos para o complexo-P101, em B estéo os

obtidos para o complexo PTAL1.

Em ambos os complexos, h4 uma tendéncia geral a estabilizacdo do nimero
total de ligac6edehidrogénio, onde ligacdes quebradas e formadas somam um valor médio
préximo a 260 durante os 250 ns de simulacao (FighraN&Ao obstante, o nimero médio
de ligagesde hidrogénio presentes na interface de interacdo do comptexendo P12
superiora tal valor para o complexB10DLL1: enquanto neste a média é de 3 ligacdes
hidrogénio, naquele a média é de 8 ligacbes (Fig8raExsa diferenca era previamente
esperada diante da maior complementariedade eletrostatica observada na interface ente P12
e DLL1. Tais interacdes encontradaasninterfaces de ambos os complegasfonte de
energia livre favorecendo o estabelecimento da ligagcédo (XU; TSAI; NUSSINOV,.1997)
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Figura B - Variacdo da quantidade de ligac@@kshidrogénio na interface dos complexos
P10DLL1 e P12DLL1 em fungao do tempo

A 20 B

U

[ ]
>

EHIS - Enls : H
= F i
Ll wp * Hy f
M T bk
R N e T H* s
0 | 50 100 150 200 250 (:'I) 50 100 5 200 250
Tempo (ns) Tempo (ns)

Fonte: elaborado pelo autor. Os gréficos ilustram a variacdo do nimero de ldgkhiiregénio envolvendo
apenas os residuos da interface da interagcéo ao longo da simulagéenEomtrarsse os valores obtidos para

0 complexoP1GDLL1 e emB estéo os obtidos para o compldxb2DLL1.

Enquanto as ligacdede hidrogénio parecem ser fuamchentais para a
manutencdo da interagdo no compleR@2DLL1, as pontessalinas aparecem com
prevaléncia naccomplexoP10DLL1 (Figura 29) As pontes salinas sédo avaliadas pela
distancia entre atomos doadore&dhilisina; N, N¢ 'e Nt da arginina; N e NY da histidina;

e o Namida presente na extremidade aminoterminal) e aceptoFb’se (CfJ 2do 4cido
glutamico; d e O' 4o acido aspartico; e os dois &tomos oxigénio do grupo carboxil presente
na extremidade carboxiterminal), que desa¥ menor ou igual a 0,4 nm (BARLOW,;
THORNTON, 1983).

Apesar de, a principio, nader sido verificada evidéncia de uma
complementaridade de cargas na interfdeeP10DLL1, a realizagdo de simulagdes de
dindmica moleculaall-atom pode levar a uma redigiuicdo de cargas que tem profundo
efeito sobre as dindmicas de interacdo (CHEHELAMIRANI; TANG, 2017). Na interface do
sistemaP10DLL1, foram evidenciadas a formac&o de cinco pontes salinas: duas destas
partem do mesmo residuo de acido glutamicaldo(Glul0), mas interagem com residuos
de lisina diferentes no scFvy§l12e Lys169); outras duas lisinas, desta vez do DLLs(4
e Lysl5), interagem com 3232 do scFv.

A interacdo entre 1810 do DLL1 e lys12 do scFvaparenta ter carater
transiente na replicata 1, mas se mantém de forma satisfatoria a partir dos 100 ns de simulacéo
na replicata 2 e durante todaeplicata 3. Ja aquela formada entte1® e Lys169, apesar

de ser recorrente apenas em duas das repetigéenantém de forma consideravelmente
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estavel nas mesmas. A ponte salina formada elug3&do fragmento de anticorpo gdl4
do ligante permanece estavel entre os 50 ns e 175 ns de simulagdo, mas é rompida ao fim da
mesma. Quatro das cinco pontesreaiidentificadas envolvem residuos presentes na cadeia

leve do scFv, fato que pode ser correlacionado a menor flutuacéo dessa regido identificada
pela anélise de RMSF.

Figura @ - Distancia entre os atomos doadores e aceptores dos residuos formaplontsde
salinas na interface do compleR@0GDLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. Os graficos mostram a dist@nc&os atomos doadores e aceptores dos residuos
que formam pontes salinas na interface de interacdo do coml&@LL1. Em A, encontrase o par de
residuos @10, do DLL1, e lysl2, do scFv; emB, 0 mesmo acido glutamico do ligante interage corpsA®9

do scFv; enC, Gu208 do fragmento de anticorpo é pareadoyslf6 do DLL1; e enD, Glu232 do scFv
interage em uma das repeticfes coml¥, e em outra corhys15.0Os diferentes tons de vermelho ilustram as

diferentes replicas de simulagéo, e em D, sintbdif@rentes foram designados para cada interacdo estabelecida
a partir de Glu232.

Um estudo estatistico sobre a presenca de liga¢des hidrogénio e pontes salinas
em 319 interfaces de interacdo protginateina de complexos determinados

experimentalmentdepositados no PDB demonstrou que o nimero médio de pontes salinas
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por interface é igual a dois (XU; TSAI; NUSSINOV, 1997). As pontes salinas encontradas
na interface do complex®10-DLL1, portanto, superam tal média, e podem ser consideradas
preponderantea manutencao da especificidade e estabilidade na mesma. No cdPi@exo
DLL1, em contrapartida, apenas uma ponte salina transiente foi encontrada na interface. A
interacdo, formada a partir do par de residuod@do ligante e ¥s12 do scFyconsegue

se manter de maneira oscilante apenas durante os primeiros 125 ns de simulacdo. Tal

informacé&o foi retirada da Figugg.

Figura30- Distancia entre os atomos doadores e aceptores dos residuos formadores

de pontes salinas na interface do carpP12DLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. O grafico mostra a dist@amti@ os atomos doadores e aceptores dos
residuos que formam a ponte salina entre os residud® & Lys12nainterface de interacdo do

complexoP12DLL1. Os diferentes tons de verde ilustram as diferentes replicas de simulacéo.

A energia total calculada para os dois complexos comprovou a validade fisica
das simulacdes, uma vez que tais valores ndo demonstyeaades variacdes ao longo do
tempo ApéndiceG). Nao obstante, os valores substancialmente mais negativos de energia
para o complex®10DLL1 em detrimento ao complexil2DLL1 forneceram os primeiros
indicios da maior estabilidade do mesmo. No intuito de elucidar de forma mais assertiva o
modo de ligacdo mais favoravel ao scFv no seu ligante, foram calculadas as energias livres
de ligacdcem todas as replicatas disis complers fazendo uso do método MM/PBSA.

MM/PBSA é considerado o método mais popular para estimativa de energia
livre de ligacao jiGuind) € tem sido usado com sucesso para avaliar as interacdes proteina
proteina(KOLLMAN et al., 2000; ROY et al., 2019¢omo o pograma GMXPBSA nao
considera o termo entropia nos céalculos de energia livre de ligagéo, os resultados obtidos sé&o
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adequados apenas para comparar ligantes semelhantes, como os aqui estudados (ESLAMI et
al., 2015). Nao obstante, exemplos na literatura nrastrguea inclusdo do termo entrépico

nos calculos de MM/PBSA nao melhorayrecisdo da predi¢cdo da energia livre de ligacao

e, portanto, poderia seegligenciada@om seguranca (HOU et al., 2011).

Val e ressaltar gue o0 mo d end édagueld i g a - «
considerado mais favoravel energeticamente (WANG et al., 2001), e no qual a utilizagdo do
fragmento de anticorpo resultard em efeitos inibitérios mais significativos (ESLAMI et al.,
2015). Os valores para os termos de energia calculados pelo GMXP&8 as trés
replicatas do complexcontendo P1@odem ser encontrados népéndicesH, | e J; ja os
resultados para o sistersam o scFv P12stdo contidos noApéndicesK, L e M. Um

sumario @s mesmos pode ser visualizado na Tabgla 1

Tabela B 7 Energia livre de ligagdo nos complexos entre os scFvs e DLL1, obtidos pela
andlise por MM/PBSA

Contribui¢des Polares Contribui¢cdes nacpolares

PG PG sq oG PG n|{ G so PG

Complexo/Replicata polar polar Coul polar ndo polar | vdw P Gind
P10DLL1/1 -21,94 11366 -13559 -75,49 -8,35 -67,11 -97,42
P10DLL1/2 -23,69 17051 -194,20 -70,24 -8,78 -61,47 -9393
P10DLL1/3 2,77 77,21 -74,44 -71,19 -7,92 -63,24 -68,42
P12DLL1/1 13055 357,55 -226,99 -99,81 -11,60 -88,2 30,73
P12DLL1/2 127,16 32924 -20208 -10375 -11,15 -92,60 2340
P12DLL1/3 11333 291,03 -177,70 -95,68 -10,70 -85,00 17,65

Fonte: elaborado pelo autor. Todos os valores de energia livre estdo dados em.kgal{ntolmais negativo

for o gp G maior a contribuicddo componente ao estabelecimento do complexo

Os val or es e n c o Bt noa com@exo P1®DLAL1 sdo @G
consideravelmente melhores que Pb2DLL1, mesmo considerando a margem de erro
fornecida pelo programa. Os valores posgipara a energia livre de ligacéo no sisterha
DLL1 (30,73 kcal/mol; 23 kcal/mol; 1,85 kcal/mol) demonstranue o estabelecimento da

interac@o entre o scFv com peptideo liganteZediduos e o antigeno no modo de ligacéo
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obtido pelo HADDOCK ¢é energeticamente desfavoravel e, portanto, improvavel de ocorrer
naturalmente. Adicionalmente, as contribuicbes magigiciais a interacédo séo fornecidas
pel os termos polares do MM/ PBSA (G pol ar e
Ja emP10DLL1, a energia livre de ligacdo nas trés replicatas € de,
respectivamente;97,42 kcal/mol, -9393 kcal/mol e-6842 kcal/mol. A analisedos
resultados mostrou que os termos couldmbicos, de van der Waals e nao polares foram os
mais favoraveis a formacéo do complexo, enquanto o termo de solvatacéo polar foi 0 mais
prejudicial.
A partir do uso do MM/PBSA, foi possivel elucidar a naturezgipa das
forcas motrizes que levam a interacdo entre sgffigeno.Tendo em vista os valores de
energia de ligacao obtidos juntamente ao incremento do iRMS e da area acessivel ao solvente
na replicata 2 do sistema RD2L1, evidenciase uma forte tendéra ao rompimento desse
compl exo. Em contr ast ggdoomplexo®l@ kleampovarg at i v o
a coesdo da interface entre essas proteinas estabelecida através do iRMS e SASA. Portanto
a combinacao ddockingmolecular a DM seguida da arsdipor MM/PBSA- considerada
uma abordagem de interesse na modelagem de compl@texos(WANG et al., 2001}
permitiu identificar o modo de ligagéo assumido pelo compRe@DLL1 como aquele no
qual a interacdo entre as duas proteinas é mais enangetite favoravel.

4.5 Mutagénese computacional

A formacéo do complexB12DLL1 n&o € energeticamente favoravel e, por
conseguinte, é improvavel de acontecer naturalmente em sistemas biolégicos. Mesmo assim,
prosseguitse com a analise computacional para mutagénese em ambos 0s complexos, a fim
de obter estruturas otimizadas que poigmente obtivessem melhores resultados na analise
por MM/PBSA.

A procura pelo$iot-spotsda interagdo € uma etapa indispensavel na busca da
otimizacdo dos modelos proteicos analisados. Em trés dos métodos utilizados, mutacdes
Unicas por alanina foram leadas para avaliar qualitativamente a contribuicdo de residuos
da interface para interacdo (PAISSONI et al., 2014); dentre estes, o software GMXPBSA
apresenta o metodo mais robusto, por fazer os céalculos MeeAStodos os 100 quadros
obtidos de cada tjetoria. As substituicBes por alanina que produziram valores de diferenca

de ener gi a | i vk posittves nd andfjsa peko GMXPBRAEm todos 0s seus
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termos de energia descritos mdgéndicesH, | e J para o complexd®10DLL1; e nos
ApéndiceX, L e M para o sistemR12DLL1.

Os resultados para os demais programas podem ser visualizados nos
ApéndicesN e O. Um sumario das analises com o GMXPBSA nas trés replicatas do
complexoP1GDLL1 em conjunto com os produtos obtidos através dos cinco servidores
usados esta ilustrado na Figh Em P1Q todos oshot-spotsforam identificados dentro
das regibes dramework e todos, a excecdo do residuo 165, estdo localizados na cadeia
pesada. Oasiduo de nimero 1t2ima leucina adjacente a CDR3 da cadeia pestui®
anico identificado comot-spotpor todos os métodos. Os aminoacidos leucina, glutamina

e treonina foram os que apareceram com mais frequéncia como residuos de alta importancia.

Figura31- Hot-spotsda interacdo scFantigeno no complexo PADLL1

N°,g0 PREDHS HotRegion Robetta KFC2 DrugScore GP/1  GP/2 GP/3
resiauo

9
11
41
43
91
92
93
95
110
112
114
165

Fonte: elaborado pelo autor. GPI1IGMXPBSA replicata 1; GP/2 GMXPBSA replicata 2; GP/3
GMXPBSA replicata 3. Mdltiplas metodologias para identificacddatespotsforam utilizadas a fim de
aumentar a confiabilidade dos resultados; o empilhamento dos retangulos celcaidasim representando

um método diferente empregad@ermite identificar em quais residuos houve maior consenso entre os
programas, tais aminoédos sendo aqueles considerados os mais importantes ao estabelecimento do

complexo. No complexo PiDLL1, dois dos mais importanté®t-spotsforam os residuos 93 e 112.

Vale ressaltar ques hot-spots identificados neste complexo néo estédo
contidos dentro das CDRs, regifes onde as principais interacdes com o epitopo antigénico
devem ser estabelecidas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Nao obstante, grande parte

dos aminoacidos identificados esta na iriegfda interacdo. Além disso, existem relatos de
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que alguns aminoacidos presentes em regid@sueworkpodem participar ativamente da
interacd@o e contribuir para especificidade de ligacdo (JEFFREY et al., 1993). Andlises mais
completas de mutacdo denttas CDRs podem levar a um melhor entendimento do papel
desses residuos para o estabelecimento do complexo.

No sistemd@12DLL1, onze dos trezes residuos identificados chotspots
na Figura32 estdo contidos dentro das regifes determinantes de comersade. Além
disso, cinco desses aminoacidos estdo na CDR3 da cadeia pesada, o que esta concordancia
com o fato dessa regido altamente diversa ser a principal determinante da especificidade no
reconhecimento dos antigenos (XU; DAVIES, 2000). A fenilakatocalizada na posi¢éo
223- contida na CDR3 da cadeia levi®i o Unico residuo a ser identificado comma-spot

em todos os métodos.

Figura32 - Hot-spotsda interacdo scFantigeno no complexo PI2LL1

N°,30 PREDHS HotRegion Robetta KFC2 DrugScore GP/1  GP/2 GP/3
resiauo

50
57
99
101
102
104
105
125
161
178
225 -
Fonte: elaborado pelo autor. GF1GMXPBSA replicata 1; GP/2 GMXPBSA replicata 2; GP/3

GMXPBSA replicata 3. Cada retang@éoepresentativo da identificagcdo, através das metodologias indicadas,

dos residuos commot-spots o reconhecimento de um mesmesiduos por mais de um programa contribui
para maior confiabilidade dos resultados. No complexeB12l, os hotspotsmais recorrentes foram os
residuos 101, 102, 161, 220 e 223.

Dentro dos residuos encontrados em posi¢des de alta impogénéia? o
aminoacido que aparece com mais frequéncia € a tirosina, representando 23% dbdbtal de

spots A notdria diferenca na frequéncia em que os aminoacidos aparecerhakspotse
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a grande relevancia da participacdo de residuos de natureza hidrofobecao par
estabelecimento de complexos protginateina ja havia sido relatada por Bogan e Thorn
(1998). Nesse contexto, a relevancia da tirosina € dada pela sua capacidade de estabelecer
tant o i ratomatiGas gquante ligacdes hidrogénio em seu gripdrdxil (BOGAN;

THORN, 1998).

De possedas informacdesde quais residuos sdo essenciais para o
estabelecimento dos complexos, e em cuja realizacdo de mutacfes poderiam acarretar a
manifestacdo de efeitos deletérios, segaiicom a analise para realizagggomutagénese
computacional. Para obtengéo de resultados mais acurados, foi feito o uso combinado de dois
métodos baseados em diferentes paradigmas e que exploram diferentes caracteristicas
estruturais da proteif@HEN; LIN; CHU, 2013)Enquanto o BeAtMui& € baseado em um
conjunto de potenciais estatisticos adaptados a representagdegrained de proteinas
que permitem uma avaliacdo rapida de todas as mutacdes possiveis no complexo-0 mCSM
Ab é um servidor baseado em aprendizado de maquina voltado para avaliacao de complexos
envolvendo anticorpos que faz uso de assinaturas estruturais quarmadgbropriedades
geométricas e fisiequimicas da interacdo (DEHOUCK et al., 2013; PIRES; ASCHER,
2016).

Além de fazer uso da estrutura inicialmerdecada também foram
selecionados os cinco quadros com a menor energia de ligacdo em cada repliaatdipara
das mutacdes a fim elucidar os efeitos das alteracbes nas conformacdes mais favoraveis
geradas pelas DM. Tal selecdo foi possivel através da andlise dos resultados obtidos com
MM/PBSA. Assim, parauma mutacdoser considerada benéfica, a mesma dsee
considerada favoravel por ambos os programas em todas as dezesseis estruturas submetidas
aos servidoreparacada complexda estrutura inicial e as cinco de menor energia de cada
replicata obtidas a partir da DM).

Na Figura33, é possivel identificao s v a |l 0 kn@a® loge dogpkBO
quadros calculados pelo GMXPBSA nos dois sistemas. Na replicata 1 do compxo
DLL1, os quadros selecionados foram o 20, 40, 46, 54 e 66; na replicata 2, foram escolhidos
0s quadros 27, 29, 48, 51 e 67; e na rafdi®, foram destacados os quadros de menor energia
27, 28,29, 30 e 76. Ja no complé&t2DLL1, os quadros escolhidos para as repeticoes 1,

2 e 3 foram, respectivamente: 73, 74, 75, 82 e 86; 29, 69, 78, 82 e 88; 0, 14, 26, 29 e 43.
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Figura33 - Energa livre de ligacéo ao longo da simulagdo nos comple40DdLL1 eP12
DLL1
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namero de quadros extraidos das trajetorias das simulagfes pelo GMXPBB&ASsE 0s nimeros referentes

ao complexd®10DLL1, e emB aqueles que séo representativos do com@aaDLL1.

Para o complexacontendo o scFv Pl2excluindo quaisquer alteragbes
sugeridas para os residuos previamente identificados lvotspotspor pelo menos trés dos
métodos utilizados, ndo foram encontradas modificacbes que atendessem 0s requisitos
supracitados. Ja4 no sistenRlODLL1, duas podseis alteracdes benéficas foram
identificadas. A mutacéo da treonina na posicao 91 para triptofano obteve valor de alteracéo
de afinidade prevista pelo mCSMB ( qppG) ,31 kgalWraol e aanudanca o@p Gind
predita pelo BeAtMuSIC igual #®,52 kcal/md, ambos indicando um aumento da afinidade

associado a mutacao.

Tabela 15 Mutacdes benéficas em P10, preditas pelos servidores RRRSM
BeAtMuSIiC

Residuo | Mutagéo | oppG ( mES N PP End (BeAtMuS\iC)

Throl w 0,31 kcal/mol -0,52kcal/mol
W 0,538 kcal/mol -0,31 kcal/mol
GIn165 Y 0,351 kcal/mol -0,38 kcal/mol
F 0,281 kcal/mol -0,55 kcal/mol

Fonte: elaborado pelo autor. Enquanto valores positivgsqd€s s «o r epr esent ati vo
na afinidade para o servidor mCSMb val or es npgeg@ BeAtMuSEC sabe @G
indicativos da melhora na afinidade a partir da mutag@waliacdo do impacto de cada mutacéo

em um total de dezesseis estruturas permitiu a identificagdo de alteragbes benéficas na treonina

localizada na posicédo 91 de P10, e na glutamina de nimero 165.
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Ja para a glutamina na posicdo 165, foram identificadas trés alteracbes
favoraveis: as substituicdes pelo triptofano, tirosina e fenilalanina resultaram em valores de
PPG oESvingmuais a, respectivamenteb88 kcal/mol e0,31 kcal/mol; 0351 kcal/mole
-0,38 kcal/mol; (281 kcal/mol e0,55 kcal/mol. Em todos os quadnadizados as analises
de tais mutagbes por ambos os servidores resultaranmaumento da afinidaddais
resultados estd&umarizados na Tabela.1A Figura 3 mostra os residuos dotageno mais

préximos aos dois aminoacidos citados.

Figura 3} - Residuos dantigengproximos a firdl e a 165 do scFv no complexe10
DLL1

Fonte: elaborada pelo autor. Os residuos do scFv estéo coloridasaajae os do antigengm cinza claro

Em azul estdo destacados os atomos de nitrogénio; em vermelho, os de oxigénio; e em amarelo, os de enxofre.
Em A pode ser visualizada a treonina posicéo 91, que estdd@81 nmde uma arginina, 8,44 nmde uma

cisteina e ®,37 nmde uma prolina do DLL1; jdm B,a glutamina na posi¢ao 165 do fragmento de anticorpo

encontrase em destaque, que por sua vez e8td8mnmde uma fenilalanina do DL

A treonina € considerada um aminoécido levemente polar, embora seja
bastante neutro em relacdo a mutagbes (BETTS; RUSSELL, 2003). A treonina na posi¢ao 91
do scFv encontrae a menos de,5 nmde uma prolina, uma arginina e uma cisteina do
DLL1. Residws prolina e arométicos podem interagir favoravelmente entre si, devido ao
efeito hidrofébico e a interacdo entre a porcdo aromatica e as ligagdgml@rizadas
resultanteslo deslocamentde elétrons dos atomos de hidrogénio adjacentes ao nitrogénio
carbonil e amidaat r av®s da intera-«o CH/ =, gue pod
interacdes proteirgroteina (ZONDLO, 2012).

Interacbes catich s «0 reconhecidas como um tirf
covalente para a biologia estrutural. Nestas,onétide aminoacidos positivamente
carregados se ligam a face pi de uma estrutura aromatica com uma forca surpreendentemente

forte (DOUGHERTY, 1996). O posicionamento do grupé! proximo a anéis aromaticos



95

é, inclusive, mais favoravel do que uma interagé@lagya envolvendo uma amina neutra
(MEOT-NER; DEAKYNE, 1985). Apesar de nem todos os contatos catiomaticos
representarem interacbes cation ener geti camente favorg8veis,
triptofano é o aromatico mais provavel de estar envolvidaiman interacao catieh , com

26% dos triptofanos nas estruturas tridimensionais avaliadas envolvidos em interagdes
caton” energeticamente significativas; al ®m d
do que os de lisina de participarem desse tpmteracdo (GALLIVAN; DOUGHERTY,

1999).

A substituicdo da treonina por um triptofano na posi¢cdo 91 pode levar ao
estabelecimento de novas interac@esn os residuos de arginina e prolina do DLL1
favoraveis ao estabelecimento do complexo.GA165 encontrase proximo a uma
fenilalanina do antigeno. A glutamina € um aminoacido polar e, por isso, é preferencialmente
substituida por outros residupslares BETTS; RUSSELL, 2003). Nao obstante, estudos
aprofundados sobre as intera¢g@es anticarttgenandicam que cadeias laterais aroméaticas,
principalmente de grupos tirosil, constituem grande parte dos paratopos funcionais (PENG
et al., 2014). Interacbesnd@goo val ent es entr-e) ap®iIesmae @Mt i €1
na estabilizacdo de complexogirmoleculares; por isso, a substituicdo da glutamina por um
dos trés aminoacidos aromaticagyeridos pode levar a formacao de novas interagées.

Apesar da avaliagdo preliminar dos parametros bioquimicos envolvendo as
substituicdes, e as possiveis novderacdes formadas a partir da realizacdo das mutacoes
sitio-especificas, apenas com a avaliacdo através de simulacdes de dinamica n#lecular
possivel elucidar de forma mais concisa os efeitos de cada troca no estabelecimento do
complexo entre o fragmentte anticorpo com peptideo ligante flexivel com 10 residuos e o
antigeno DLL1.A partir da reproducdo da metodologiadtikingutilizada na obtencéo
deste complexo, que fez uso do programa ClusPro, foram recuperados os modos de ligacéo
de menor energia litando o modo de pontuagéo balanceado para cada mutantdias@o
do iRMS, proveniente da analise da trajetoria das simula¢cées de DM com aquecimento para

tais estruturas, pode ser feita a partir da Figbra 3
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Figura 3 - Estruturas resultantes dimckingentre DLL1 e os scFvs mutados através do
programa ClusPro e variacdo do iRMS das mesmas durante simulacdes de DM com

aguecimento

A B
1.50
1.25 Mutaciao Tamanho do cluster  Pontuacao ponderada
T91W 161 -788.6
E 1.00 Q165F 97 -663.9
£ Q165W 95 -682.9
a 0.75 Q165Y 79 -664.3
»n
> TIIW/QL65F 174 -851.3
~ 0.50
TIITW/Q165W 169 -802.7
0.25
TIIW/Q165Y 166 -839.2
0.00- T T T 1
0 30 42,5 55 70
Tempo (ns)
1 IL IL IL 1
310 330 360 390
Temperatura (K)

Fonte: elaborado pelo autor. BBrestdo listados o tamanho ddasterse a pontuagéo ponderada referente ao
modelo de pontuagédo balanceado para os modos de ligagdo obtidos atdoddrdpente DLL1 e os scFvs

mutados fazendo uso do programa ClusBéo.emA estdo colocadas as variagddo iRMS, dadas em
nandmetros, ao longo do tempo (em nanosegundos) das simulacfes de DM com aquecimento as quais tais
complexos foram submetido&s cores das mutacdes na tabela séo as mesmas utilizadas no gréafico. Enquanto
as mutacdes simples estao reprdadas em linhas continuas, muta¢ges duplas estdo representadas em linhas

tracejadas

Apesar dos valores referentes a pontuacao ponderada do ClusPro terem sido,
em sua maioria, melhores do que aqueles encontrados para o scF+8&fivy, bbservou
seque, em todos os complexos contendo os fragmentos de anticorpos mutados, os valores de
IRMS superaram a linha de corte estabelecida &md. O duplo mutante T91W/Q165F
apresentou os melhores resultados tanto para a pontuacéo fornecida pelo ClusRro, qua
para variacdo do iRMS, onde tal estrutura manteve a termoestabilidade em todas as etapas de
aguecimento, a excecao da ultima, que eleva a temperatura a 390 K.

N&o obstanteyale ressaltar que foi simulada apenas uma estrutura para cada
mutacao propost&omo discutido no topico 4.2, as fungbes de ranqueamento dos programas
dedockingnem sempre séo eficientes em classificar as estruturas mais proximas as nativas
como aquelas que possuem a melhor pontuacdo. Portanto, os resultados obtidos nédo séo
significativos para afirmar que as mutacdes propostas nao favorecem as interacdes, mas

ressaltam a necessidade da realizagdo de novas simubpdesidas testando outras
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estruturas que utilizerantoo modelo de pontuacédo balanceadono outros modelos de
pontuacgéo na classificacéo do ClusPro.
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5 CONCLUSOES

Através deste trabalho, obtiverasa dados estruturais inéditos que reiteram
que o alvo molecular genuino do anticorpo monoclonal pidilizumabe é a proteina ligante de
Notch DLL1, e ndo o receptor deheckpointPD-1, como havia sido conjecturado
anteriormete. A metodologia delockingvalidada utilizada levou a identificacdo de dois
modos de ligacdo distintos para os scFvs na superficie desse antigeno. Com o uso de
simulagbes de dindmica molecular seguidas de calculos de MM/PBSA, foi possivel
identificar quea posicao biologicamente mais plausivel para interacéo entre o fragmento de
anticorpo a DLL1 é no dominio C2 desta proteina. Ainda dentro desses dois sistemas,
elucidouse queas contribuicdes energéticas que mais favorecem a formacéao dos complexos
advémdos termos couldmbicos, de van der Waals e nao polares.

Finalmente, foram identificadas mutac6es energeticamente favoraveis a
interacdo nos residuos 91 e 165 do scFv com peptideo ligante flexivel de desrgailuo
podem levar a otimizacaias interacés com seu alvo moleculd validacao dos complexos
contendo as estruturas mutadas juntamente ao DLL1 através de simula¢cdes com aquecimento
ndo levou a recuperacdo de complexos termoestaveis. Ndo obstante, foi utilizado na
simulacdo apenas o modo de ligagde melhor pontuacédo ponderada do ClupBra cada
mutante e, como foi demonstrado na etapa de validacéo, frequentemente as funcbes dos
programas deockingfalnam em reconhecer a melhor estrutura produzida como aquela de
melhor pontuacdo. Fese necesarig assim,a realizacdo de simula¢cdes de DM utilizando
outros modos de ligacdo para que seja feita uma avaliagdo mais ampla dos efeitos das
mutacdes sobre o complexo.

Portantg através da aplicacdo de tais mutacles, farhtilas sequéncia
otimizada para o fragmento de anticorpo produzido a partir do pidilizumal@.ahacéo
detais mutantes através de testesilico ein vitro, a exemplo d ensaio de imunoabsorcao
enzi m8ti ca ( EEnzgndinkeddromuriosoifpéntassayi par a aval i a
reatividade ao ligante, ada microcalorimetria ela ressonancia plasménica de superficie,
para averiguagdo do aumento ou diminuicdo da afinidade entre as proteinas a partir da
realizacdo das mutacdes, permitirdo elucidar se o novartmiaco proposto é superior ao

inicial.



99

REFERENCIAS

ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.; PILLAI, S. Imunologia Celular e Molecular. 8 . ed.
[S. l]: ELSEVIER,2015.

AFANASIEVA, T. et al Singlechain antibody and its derivatives directed against vascular
endothelial growth factor: application for antiangiogenic gene thetagye Therapy, [S.
l.], v. 10, n. 21, p. 1850859, 2003.

AHMAD, Z. A. et al. ScFv antibody: principles and clinical applicati@inical and
Developmental Immunology [S. 1], v. 2012, p. 115, 2012.

AL-LAZIKANI, B.; LESK, A.; CHOTHIA, C. Standard conformations for the canonical
structures of immunoglobulindournal of Molecular Biology, [S. 1], v. 273, n. 4, p. 927
948, 1997.

ALTSCHUP, S. Fet al Basic Local Alignment Search Todburnal of Molecular
Biology, [S. 1], v. 215, n. 3, p. 40310, 1990.

ARMAND, P. et al. Disabling Immune Tolerance by Prognaed DeatHl Blockade With
Pidilizumab After Autologous Hematopoietic Sté&lell Transplantation for Diffuse Large
B-Cell Lymphoma: Results of an International Phase Il Tdalrnal of Clinical

Oncology, [S. ], v. 31, n. 33, p. 4198206, 2013.

ARSLAN, M. ; KARADAJ, D. ; KALYONCU, S. Protein
antibody fragments: directed evolution and rational design approdaiv&sh Journal of
Biology, [S. 1], v. 43, n. 1, p. 412, 2019.

ARTAVANIS-TSAKONAS, S.; RAND, M. D.; LAKE, R. J. Notch signaling: cell fate
control and signal integration in developmestience [S. I], v. 284, n. 5415, p. 77076,
1999.

ARUNAN, E. et al Defining the hydrogen bond: An account(IUPAC Technical Rgport
Pure and Applied Chemistry, [S. 1], v. 83, n. 8, p. 1619636, 2011.

ATKINS, M. B. et al. Phase 2, multicenter, safety and efficacy study of pidilizumab in
patients with metastatic melanondaurnal of Clinical Oncology, [S. L], v. 32, n.
15 suppl, p. 9009001, 2a4.

BARBER, D. E.et al. Restoring function in exhausted CD8 T cells during chronic viral
infection.Nature, [S. 1], v. 439, n. 7077, p. 68@87, 2005.

BARLOW, D. J.; THORNTON, J. M. lospairs in proteinsJournal of Molecular
Biology, [S. 1], v. 168, n. 4, p. 86885, 1983.

BASU, S.; WALLNER, B. DockQ: a quality measure for protpiotein docking models.
PloS one [S. 1], v. 11, n. 8, p. 9, 2016.

BHATTACHARYA, D. et al 3Drefine: an interactive web server for efficient protein



100

structure refinemeniucleic Acids Research[S. |], v. 44, n. W1, p. W40&V409, 2016.

BERENDSEN, H. J. C.; VAN DER SPOEL, D.; VAN DRUNEN, R. GROMACS: A
messaggassing paallel molecular dynamics implementatiddomputer physics
communications [S. I], v. 91, n. 13, p. 4356, 1995.

BERGER, Ret al Phase | Safety and Pharmacokinetic Study oDCI, a Humanized
Antibody Interacting with PEL, in Patients with Advanced Hematologic Malignancies.
Clinical Cancer Research [S. 1], v. 14, n. 10, p. 3043051, 2008.

BERGLUND, J.et al. A molecular dynanics study of the effect of glycosidic linkage type
in the hemicellulose backbone on the molecular chain flexibilig. Plant Journal, [S.
l.], v. 88, n. 1, p. 50, 2016.

BETTS, M. J.; RUSSELL, R. B. Amino acid properties and consequences of sidrsditut
In: BETTS, M. J.; RUSSELL, R. BBioinformatics for geneticists 289. ed. §. |]: John
Wiley & Sons, Ltd, 2003. v. 317, cap. 14, p. ZB5. ISBN 9780470867303.

BIRD, R. E.et al Singlechain antigerbinding proteinsScience [S. 1], v. 242, n. 4877, p.
423426, 1988.

BLAUMUELLER, C. M. et al Intracellular Cleavage of Notch Leads to a Heterodimeric
Receptor on the Plasma Membra@ell, [S. I], v. 90, n. 2, p. 28291, 1997.

BOSSHARD, H. R.; MARTI, D. N.; JELESAROQV, I. J. Protein stabilization by salt
bridges: concepts, experimental approaches and clarification of some misunderstandings.
Journal of Molecular Recognition, [S. I], v. 17, n. 1, p. 416, 2004.

BOWIE, J. U.; LUTHY, R.; EISENBERG, D. A method to identify protein sequences that
fold into a known threelimensional structur&cience [S. 1], v. 253, n. 5016, p. 16470,
1991.

BRAHMER, J. R.et al Phase | Study of Singkkgent Anti Programmed Death (MDX-

1106) in Refractory Solid Tumors: Safety, Clinical Activity, Pharmacodynamics, and
Immunologic Correlateslournal of Clinical Oncology, [S. 1], v. 28, n. 19, p. 31638175,
2010.

PRESIDENCIA DA REPUBLICA (Brasil). Subchefia para Assuntos Juridicosa Cavil.
DecretoN° 7.713,de3 deabril de2012. Estabelece a aplicacdo de margem de preferéncia
nas licitaces realizadas no ambito da Administracdo Publica Federal para aquisi¢ao de
farmacos e medicamentos descritos no Anepari fins do disposto rart. 3° da Lei n°®
8.666, de 21 de junho de 19®asilia, DFDiario Oficial da Unido, p. 13, 4 abr. 2012.

BRENKE, Retal Fragmenb ased i denti fication of druggat
Fourier domain correteon techniquesBioinformatics, [S. 1], v. 25, n. 5, p. 62627,
2009.

BRYAN, L. J.; GORDON, L. I. Pidilizumab in the treatment of diffuse largecB
lymphoma.Expert opinion on biological therapy, [S. I], v. 14, n. 9, p. 1361368, 2014.



101

BOGAN, A. A.; THORN, K. S. Anatomy of hot spots in protein interfacdsirnal of
Molecular Biology, [S. I], v. 280, n. 1, p.-B, 1998.

CARVALHO, A. P. F.Estudos Clinicos e Patentes de Anticorpos Monoclonais para o
Tratamento do Cancerum Estudo Exploatorio. 2013. 169 p. Dissertacdo (Mestrado
Profissional em Tecnologia de ImunobiologiceBundacédo Oswaldo Cruz, Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, 2013.

CAVANAGH, M.; FINDLAY, E. G. Schematic of early T cell activation2016. 1
ilustracdo. Disponivel em: https://www.immunology.org/puitiiormation/bitesized
immunology/systemandprocessesitell-activation. Acesso em: 30 out. 2019.

CHAMBEL, M. Hipersensibilidade a farmacddanifestacdes menos frequentesvista
Portuguesade Imunoalergologia [S. 1], v. 24, n. 2, p. 11419, 2016.

CHEHELAMIRANI, M.; TANG, T. Effect of charge redistribution on the binding of DNA
nucleotide to carbon nanotube in molecular dynanvicdecular Simulation, [S. 1], v. 43,
n. 8, p.610-624, 2017.

CHEN, C. W.; LIN, J.; CHU, Y. W. IStable: ofhe-shelf predictor integration for
predicting protein stability changeBMC Bioinformatics, [S. |], v. 14, n. 2, p. 414, 2013.

CHEN, D. The FGloopofPR serves as a fAHotspoto for th
antibodies in tumor immune checkpoint therdpgience [S. 1], v. 14, p. 113124, 2019.

CHEN, S. Y .et al Potent antitumour activity of a new class of tumspecific killercells.
Nature, [S. ], v. 385, n. 6611, p. 780, 1997.

CHEN, V. B.et al MolProbity: allatom structure validation for macromolecular
crystallographyActa Crystallographica Section D: Biological Crystallography [S. 1],
v. 66, n. 1, p. 1221,2010.

CHENG, X.et al.Structure and Interactions of the Human Programmed Cell Death 1
ReceptorJournal of Biological Chemistry, [S. |], v. 288, n. 17, p. 117711785, 2013.

CHILDERS, M. C.; DAGGETT, V. Insights from molecular dynamics simulations for
computational protein desigWolecular systems design & engineeringS. 1], v. 2, n. 1,
p. 933,2017.

CHOTHIA, C.; LESK, A. M. The relation between the divergence of secuand
structure in proteinsChe EMBO journal, [S. I], v. 5, n. 4, p. 82826, 1986.

CLACKSON, T.; WELLS, J. A. A hot spot of binding energy in a hormoeweptor
interface.Science [S. I.], v. 267, n. 5196, p. 3886, 1995.

CORNELL, W. D.et al. A second generation force field for the simulation of proteins,
nucleic acids, and organic moleculdsurnal of the American Chemical Society[S. 1],
v. 117, n. 19, p. 5178197, 1995.

COUZIN-FRANKEL, J. Supply of promising T cetherapy is strainedcience [S. 1], v.



102

356, n. 6343, p. 1112113, 2017.

CUKUROGLU,E.; GURSOY A.; KESKIN, O. HotRegion: a database of predicted hot
spot clustersNucleic acids research[S. I], v. 40, n. D1, p. D829833, 202.

DARDEN, T.; YORK, D.; PEDERSENL. Particle mesh Ewald: AntNog (N) method for
Ewald sums in large systemie Journal of chemical physics[S. I], v. 98, n. 12, p.
1008910092, 1993.

DARNELL, S.J.; PAGED.; MITCHELL,J.C. An automated deci sion
predicting protein interaction hot spooteins: Structure, Function, and
Bioinformatics, [S. 1], v. 68, n. 4, p. 81823, 2007.

DELANO, W. L.; BROMBERG, SPyMOL User's Guide. San Carlos, Califérnia:
DeLanoScientific LLC, 2004. 66 p. Disponivel em:
http://pymol.sourceforge.net/newman/userman.pdf. Acesso em: 30 set. 2019.

DEHOUCK,Y. et al. BeAtMuSIC: prediction of changes in protigmotein binding
affinity on mutationsNucleic acids research[S. 1], v. 41, n. W1, p. W333V339, 2013.

DENG, L. et al PredHS a web server for predicting protéprotein interaction hot spots
by using structural neighborhood propertidacleic acids research[S. 1], v. 42, n. W1,
p. W290W295, 2014.

DE RUYCK, J.et al Molecular docking as a popular tool in drug design, an in silico
travel. Advances and applications in bioinformatics and chemistry{S. I], v. 9, p. 1,
2016.

DE VRIES,S.J.; VAN DIJK,M.; BONVIN, A. M. J. J. The HADDOCK web server for
datadriven biomolecular dockindNature protocols, [S. 1], v. 5, n. 5, p. 883, 2010.

DOLINSKY, T. J.et al. PDB2PQR: an automated pipeline for the setup of Pdisson
Boltzmann electrostatics calculatioMucleic acids reseach, [S. 1], v. 32, n. suppl_2, p.
W665W667, 2004.

DOMINGUEZ, C.; BOELENS,R.; BONVIN,A.M.JJHADDOCK: a proteinld
docking approach based on biochemical or biophysical informatamnal of the
American Chemical Society[S. I], v. 125, n. 7, p. 1731737, 2003.

DOUGHERTY,D. A. Cation’ interactions in chemistry and biology: a new viefw
benzene, Phe, Tyr, and T®cience[S. ], v. 271, n. 5246, p. 16868, 1996.

DU, S.et al Blockade of tumeexpressed PL) promotes lung cancer growth.
Oncoimmunology, [S. I], v. 7, n. 4, p. e1408747, 2018.

DURRANT, J.D.; MCCAMMON, J.A. Molecular dynamics simulations and drug
discovery BMC biology, [S. 1], v. 9, n. 1, p. 71, 2011.

EDISON,A. S. Linus Pauling and the planar peptide bdwature structural biology, [S.
l.], v. 8, n. 3, p. 201, 2001.



103

EFEBERA, Y. A.et al First Interim Results of a Phase /1l Study of Lenalidomide in
Combination with AntiPD-1 Monoclonal Antibody MDV9300 (CD11) in Patients with
Relapsed/Refractory Multiple MyelomBlood, [S. 1], v. 126, n. 23, p. 1838, 2015.

EGLOH-, A. M.; GRANDIS, J.R. Molecular pathways: contegependent approaches to
Notch targeting as cancer thera@inical Cancer Research[S. I], v. 18, n. 19, p. 5188
5195, 2012.

EISENBERG, D.; LUTHY, R.; BOWIE, J. U. [20] VERIFY3D: Assessmenpudtein
models with thre@limensional profilesMethods in enzymology [S. 1], v. 277, p. 396
404, 1 jan. 1997.

ELLISEN, L. W. et al. TAN-1, the human homolog of the Drosophila notch gene, is broken
by chromosomal translocations in T lymphoblastic neopla@®i.[S. 1], v. 66, n. 4, p.
649661, 1991.

ESLAMI, M. et al. Computational evidence to design an appropriate candidatesfor th
treatment of Alzheimer's disease through replacement of the heptamethylene linker of bis
(7) tacrine with Sallylcysteine RSC Advances|S. 1], v. 5, n. 82, p. 668466851, 2015.

ESWAR,N. et al Comparative protein structure modeling using ModeQeirrent
protocols in bioinformatics, [S. |], v. 15, n. 1, p. 5.6.-5.6. 30, 2006.

EVANS, D. J.; HOLIAN, B. L. The nosehoover thermostaf he Journal of chemical
physics [S. 1], v. 83, n. 8, p. 4064074, 1985.

EXNER,T. E.; KEIL, M.; BRICKMANN, J. Pattern recognition strategies for molecular
surfaces. Il. Surface complementarilpurnal of computational chemistry, [S. I], v. 23,
n. 12, p. 1188197, 2002.

EYRE,T. A.; COLLINS, G. P. Immune checkpoint inhibition in lymphoid diseaBgtish
journal of haematology, [S. I], v. 170, n. 3, p. 29804, 2015.

FENWICK, C. et al Tumor suppression of novel ariD-1 antibodies mediated through
CD28 costimulatory pathwayournal of Experimental Medicine, [S. I], v. 216, n. 7, p.
15251541, 2019.

FERNANDEZ-QUINTERO, M. L. et al. Characterizing the diversity of the CEHR3 loop
conformational ensembles in relationship to antibody binding propdfti@stiers in
immunology, [S. I], v. 9, p. 3065, 2018.

FISER,A. et al Modeling of loops in protein structurdotein science[S. 1], v. 9, n. 9,
p. 17531773, 2000.

FREEMAN, G. J. et al Engagement of the RDimmunoinhibitory receptor by a novel B7
family member leads to negative regulation of lymphocyte activatmurnal of
Experimental Medicine, [S. I], v. 192, n. 7, p.Q27-1034, 2000.



104

FREEMAN, G. J. Structures of P2 with its ligands: sideways and dancing cheek to
cheekProceedings of the National Academy of Sciencds. 1], v. 105, n. 30, p. 10275
10276, 2008.

FRIED,I. et al.Preliminary results of inmune modulating antibody MDV9300
(pidilizumab) treatment in children with diffuse intrinsic pontine gliodwurnal of
neuro-oncology, [S. 1], v. 136, n. 1, p. 18995, 2018.

GABB, H. A.; JACKSON,R. M.; STERNBERGM. J.E. Moddling protein docking using
shape complementarity, electrostatics and biochemical informdbamal of molecular
biology, [S. 1], v. 272, n. 1, p. 10420, 1997.

GALLIVAN, J.P.; DOUGHERTYDD. A. Cation” interactions in structural biology.
Proceedings of the National Academy of Sciencds. 1], v. 96, n. 17, p. 9459464,
1999.

GAOQO, Y.; WANG, R, LAI, L. Structurebased method for analyzing protgmmotein
interfacesJournal of molecular modeling [S.1.], v. 10, n. 1, p. 4464, 2004.

GOHLKE, H.; KUHN, L. A.; CASE,D. A. Change in protein flexibility upon complex
formation: analysis of Ras Raf wusing mol ecu
approachPROTEINS: Structure, Function, and Bioinformatics, [S. I], v. 56, n. 2, p.

322337, 2004.

GRAY, J.J. Highresolution proteinprotein dockingCurrent opinion in structural
biology, [S. 1], v. 16, n. 2, p. 18393, 2006.

GREENWALD,R. J.; FREEMAN,G. J.; SHARPEA. H. The B7 family revisitedAnnual
Review of Immunology; [S. I], v. 23, p. 515548, 2005.

GRILO, A. L.; MANTALARIS, A. The increasingly human and profitable monoclonal
antibody marketTrends in biotechnology [S. 1], v. 37, n. 1, p. 46, 2019.

GUHAROY, M.; CHAKRABARTI, P. Empirical estimation of the energetic contribution
of individual interface radues in structures of protéiprotein complexeslournal of
computer-aided molecular design[S. 1], v. 23, n. 9, p. 64%54, 2009.

GUIMARAES, M. C. C; SILVA, 1. V.; RANGEL, L. B. A. Anticorpos na terapia contra o
cancerPerspectivasOnLine 20072011, [S. 1], v. 2, n. 6, 2008.

HARDY, B. et al. A monoclonal antibody against a human B lymphoblastoid cell line
induces tumor regression in mi€gancer research [S. 1], v. 54, n. 22, p. 5793796,
1994.

HESS,B. et al LINCS: a linear constraint solver for molecular simulatidiasirnal of
computational chemistry, [S. I], v. 18, n. 12, p. 1463472, 1997.

HIRANO, F. et al. Blockade of B/H1 and PB1 by monoclonal antibodies potentiates
cancer therapeutic immunitZancer research [S. ], v. 65, n. 3, p. 1089096, 2005.



105

HODI, F.S.et al. Improved survival with ipilimumab in patients with metastatic
melanomaNew England Journal of Medicine [S. I], v. 363, n. 8, p. 72:¥23, 2010.

HOU, T. et al Assessing the performance of the MM/PBSA and MM/GBSA methods: II.
The accuracy of ranking poses generated from docBmgnal of computational
chemistry, [S. 1], v. 32, n. 5, p. 866, 2011.

HOLLIGER, P, HUDSON,P.J. Engineered antibody fragments and the rise of single
domainsNature biotechnology [S. 1], v. 23, n. 9, p. 1126, 2005.

HOOFT,R.W. W.; SANDER, C; VRIEND, G. Objectively judging the quality of a
protein structure from a Ramachandran @abinform atics, [S. 1], v. 13, n. 4, p. 42830,
1997.

HORITA, S.et al High-resolution crystal structure of the therapeutic antibody
pembrolizumab bound to the human-BC5cientific Reports, [S. 1], v. 6, p. 35297, 2016.

HUDIS, C. A. Trastuzumabmechanism of action and use in clinical practidew
England journal of medicing [S. 1], v. 357, n. 1, p. 3%1, 2007.

HUMPHREY,W.; DALKE, A.; SCHULTEN,K. VMD: visual molecular dynamics.
Journal of molecular graphics [S. 1], v. 14, n. 1, p. 338, 1996.

HYEDA, A.; DA COSTA, E. S. M. Uma analise preliminar do desperdicio de
quimioterapiano tratamento do canceralue in Health Regional IssuegS. 1], v. 8, p.
107-111, 2015.

ISHIDA,Y.etal.l nduced expression of PD 1, a novel
gene superfamily, upon programmed cell dedtte EMBO journal, [S. 1], v. 11, n. 11, p.
38873895, 1992.

JAIN, M.; KAMAL, N.; BATRA, S.K. Engineering antibodies for clinical applications
Trends in biotechnology [S. 1], v. 25, n. 7, p. 30816, 2007.

JANIN, J. Assessing predictions of protéprotein interaction: the CAPRI experiment.
Protein science[S. I], v. 14, n. 2, p. 27283, 2005.

JEFFREY P.D. et al 26-10 Fabdigoxin complex: affinity and specificity due to surface
complementarityProceedings of the National Academy of Sciencd$s. 1], v. 90, n. 21,
p. 1031610314, 1993.

JOHN,B.; SALI, A. Comparative protein structure modeling by iterativeratignt, model
building and model assessmeédticleic Acids Research [S. ], v. 31, n. 14, p. 3983992,
2003.

JORGENSENW. L. et al Comparison of simple potential functions for simulating liquid
water.The Journal of Chemical Physics [S. I], v. 79, n. 2, p. 92835, 1983.

JUNG,J. et al Regulation of Notch1 signaling by Delike ligand 1 intracellular domain
through physical intaction.Molecules andCells, [S. I], v. 32, n. 2, p. 16165, 2011.



106

JURRUSE. et al Improvements to the APBS biomolecular solvation software suite.
Protein Science[S. ], v. 27, n. 1, p. 11:4128, 2018.

KABAT, E. A. et al Sequences oproteins of immunological interest 5. ed. Nova
lorque, NY: Bethesda, MD, 1991. 2597 p. v. 1.

KAO, H. Y. et al A histone deacetylase corepressor complex regulates the Notch signal
transduction pathwaysenes & development[S. 1], v. 12, n. 15, p22632277, 1998.

KEIR, M. E. et al.PD-1 and its ligands in tolerance and immunAynual Review of
Immunology, [S. ], v. 26, p. 677704, 2008.

KERSHAW, N. J. et al. Notch ligand deltdikel: X-ray crystal structure and binding
affinity. Biochemical Journal, [S. 1], v. 468, n. 1, p. 15966, 2015.

KESKIN, O. et al. A new, structurally nonredundant, diverse data set of piqietein
interfaces and its implicationBrotein Science[S. I], v. 13, n. 4, p. 1043055, 2004.

KESKIN, O.; MA, B.; NUSSINOV,R. Hot regions in proteirprotein interactions: the
organization and contribution of structurally conserved hot spot resitugsal of
Molecular Biology, [S. I], v. 345, n. 5, p. 1281294, 2005.

KHAN, F. 1. et al. Current updates on computer aided protein modeling and designing.
International journal of biological macromolecules [S. I], v. 85, p. 4862, 2016.

KIM, D. E.; CHIVIAN, D.; BAKER, D. Protein structure prediction and analysis using the
Robetta serveiNucleic Acids Research [S. 1], v. 32, n. suppl2, p. W526W531, 2004.

KITAO, A.; GO,N. Investigating protein dynamics in collective coordinate spacaent
opinion in structural biology, [S. 1], v. 9, n. 2, p. 164.69, 1999.

KLEYWEGT, G. J.; JONES, TA. Phi/psichology: Ramachandran revisiteltructure,
[S.1],v.4,n. 12, p. 1399400, 1996.

KOHLER, G.; MILSTEIN, C. Continuous cultures of fused cells secreting antibody of
predefined specificityNature, [S. I], v. 256, n5517, p. 495, 1975.

KOLLMAN, P.A. et al Calculating structures and free energies of complex molecules:
combining molecular mechanics and continuum modelsounts of chemical research
[S.1],v.33,n. 12, p. 88897, 2000.

KORTEMME, T.; KIM, D. E.; BAKER, D. Computational alanine scanning of protein
protein interfacesScience's STKE[S. 1], v. 2004, n. 219, p. pipl2, 2004.

KOZAKOQV, D. et al How good is automated protedncking? Proteins: Structure,
Function, and Bioinformatics, [S. ], v. 81, n. 12, p. 21592166, 2013.

KOZAKOQV, D. et al. The ClusPro web server for protamotein dockingNature
protocols, [S. 1], v. 12, n. 2, p. 255, 2017.



107

KROVAT, E. M.; STEINDL, T.; LANGER, T. Recent advances in docking and scoring.
Current Computer-Aided Drug Design [S. ], v. 1, n. 1, p. 9302, 2005.

KRUGER,D. M.; GOHLKE, H. DrugScorePPI webserver: fast and accurate in silico
alanine scanning for sdag proteiri protein interactiondNucleic acids research[S. 1], v.
38, n. suppl_2, p. W48W/486, 2010.

KRYSHTAFOVYCH, A.; FIDELIS, K. Protein structure prediction and model quality
assessmenbDrug discovery today; [S. 1], v. 14, n. 78, p. 386393,2009.

KURODA, D.; GRAY, J.J. Shape complementarity and hydrogen bond preferences in
proteiri protein interfaces: implications for antibody modeling and propewtein docking.
Bioinformatics, [S. 1], v. 32, n. 16, p. 2452456, 2016.

KUZMANIC, A.; ZAGROVIC, B. Determination of ensembheverage pairwise root mean
square deviation from experimentaif&tors.Biophysical journal, [S. 1], v. 98, n. 5, p.
861-871, 2010.

LANTTO, J.; OHLIN, M. Functional consequences of insertions and deletions in the
complementaritydetermining regions of human antibodidsurnal of Biological
Chemistry, [S. ], v. 277, n. 47, p. 451085114, 2002.

LASKOWSKI, R. A. et al PROCHECK: a program to check thereochemical quality of
protein structureslournal of applied crystallography, [S. 1], v. 26, n. 2, p. 28291,
1993.

LASKOWSKI, R. A.; MACARTHUR, M. W.; THORNTON, J. M. PROCHECK:
validation of proteirstructure coordinatefnternational Tables for Crystallography, [S.
l.], v. F, p. 722725,2006.

LAVOIE, M. J.; SELKOED. J. The Notch ligands, Jagged and Delta, araesgplly
processed biJsecretase and presenitirsecretase and release signaling fragments.
Journal of Biological Chemistry, [S. 1], v. 278, n. 36, p. 344234437, 2003.

LAZAR-MOLNAR, E. et al Crystal structure of the complex between programmed death
1 (PD1) and its ligand PEL2. Proceedings of the National Academy of Sciencds. 1],
v. 105, n. 30, p. 104880488, 2008.

LEACH, D. R.; KRUMMEL, M. F.; ALLISON, J.P. Enhancement of antitumor immunity
by CTLA-4 blockadeScience[S. 1], v. 271, n. 5256, p. 173%736, 1996.

LEE,H. S, Ql,Y.; IM, W. Effects of Nglycosylation on protein conformation and
dynamics: Protein Data Bank analysis and molecular dynamics simulation Stielytific
reports, [S. 1], v. 5, p. 8926, 2015.

LEE,H. T.; LEE,S.H.; HEOQ,Y. S. Molecular interactions of antibodirugs targeting PD
1, PDL1, and CTLA4 in immunaeoncology.Molecules [S. I], v. 24, n. 6, p. 1190, 2019.



108

LEE, J.Y. et al Structural basis of checkpoint blockade by monoclonal antibodies in
cancer immunotherapiature communications [S. I], v. 7, p. 13354, 2016.

LENNARD-JONESJ.E. On the determination of molecular fields. Il. From the equation
of state of ga?roceedngs of the Royal Society of London[S. 1], v. 106, p. 463477,
1924.

LI, Y. et al A mini-review for cancer immunotherapy: molecular understanding ef PD
1/PD-L1 pathway & translational blockade of immune checkpointernational journal
of molecular sciencegS. l], v. 17, n. 7, p. 1151, 2016.

L I K N.IA, et al A statistical approach to the interpretation of molecular dynamics
simulations of calmodulin equilibrium dynamié¢¥.otein science[S. ], v. 14, n. 12, p.
29552963, 2005.

LIN, D.Y. et al The PD1/PD-L1 complex resembles the antigeimding Fv domans of
antibodies and T cell receptoProceedings of the National Academy of Sciencd$s. 1],
v. 105, n. 8, p. 3013016, 2008.

LIU, H. et al Glycosylationindependent binding of monoclonal antibody toripalimab to
FG loop of PB1 for tumor immune clekpoint therapyM Abs, [S. I], v. 11, n. 4p. 68%
690, 2019

LIU, J.et al. Study of the interactions of a novel monoclonal antibody, mAb059c, with the
hPD-1 receptorScientific reports, [S. 1], v. 9, n. 1, p. 110, 2019.

LIVESAY, D. R.; SUBRAMANIAM, S. Conserved sequence and structure association
motifs in antibodyprotein aad antibodyhapten complexe®rotein Engineering Design
and Selection[S. 1],v. 17, n. 5, p. 46372, 2004.

LOBANOV, M.; BOGATYREVA, N. S.; GALZITSKAIA, O. V. Radius of gyration is
indicator of compactness of protein structiielekuliarnaia biologiia, [S. 1], v. 42, n. 4,
p. 702706, 2008.

LOGEAT, F. et al The Notchl receptor is cleaved constitutively by a flikie convertase.
Proceedings of the National Academy of Sciencd$. 1], v. 95, n. 14, p. 8108112,
1998.

LUTHY, R.; BOWIE, J.U.; EISENBERGD. Assessment of protein models with three
dimensional profilesNature, [S. I], v. 356, n. 6364, p. 83, 1992.

MAGHRABI, A. H. A.; MCGUFFIN,L. J. ModFOLDG6: an accurate web server for the
global and local quality estimation of 3D protein modHnliscleic Acids Research [S. 1],
v. 45, n. W1, p. W416Vv421, 2017.

MAHONEY, K. M.; FREEMAN, G. J.; MCDERMOTT,D. F. The next immune
checkpoint inhibitors: PEL/PD-L1 blockade in melanom&ilinical therapeutics, [S. 1], v.
37,n.4,p. 76482, 2015.



109

MALHOTRA, S, MATHEW, O.K.; SOWDHAMINI, R. DOCKSCORE: a webserver for
ranking proteirprotein docked poseBMC bioinformatics, [S. 1], v. 16, n. 1, p. 127,
2015.

MALHOTRA, S.; SANKAR, K.; SOWDHAMINI, R. Structural interface parameters are
discriminatory in recognising neaative poses of proteiprotein interactions?loS one
[S.1],v.9,n. 2, p. e80255, 2014.

MARTINEZ, L. Automatic identification of mobile and rigid substructures in molecular
dynamics simulations and fractional structural fluctuation analp&s one[S. ], v. 10,
n. 3, p. 0119264, 2015.

MAZOLA, Y. et al. A comparative molecular dynamics study leétmophilic and
mesophilicb-fructosidase enzymedournal of molecular modeling [S. 1], v. 21, n. 9, p.
228, 2015.

MELCHIONNA, S.; FALCONI, M.; DESIDERI, A. Effect of temperature and hydration

on protein fluctuations: molecular dynamics simulation of Cu, Zn superoxide dismutase at
six different temperatures. Comparison with neutron scatteringTatalournal of

chemical physics[S. 1], v. 108, n. 14, p. 6038041, 1998.

MEOT-NER, M.; DEAKYNE, C. A. Unconventional ionic hydrogen bonds. 2. NH+.
cntdot.. cntdot.. cntdot.. pi.. Complexes of onium ions with olefins and benzene derivatives.
Journal of the American Chemial Society, [S. I], v. 107, n. 2, p. 47479, 1985.

MINISTERIO DA SAUDE. INCA.ABC do Cancer. Abordagens Basicas para o Controle
do Cancer. 5. ed. rev. atual. e aum. Rio de Janeiro, RJ: Inca, 2019. 111 p. IS&8N 978
7318378-8. Disponivel em: https://www.inca.gov.br/publicacogsd$/abedo-cancer
abordagendasicagparao-controledo-cancer. Acesso em: 11 dez. 2019.

MINISTERIO DA SAUDE (Brasil). Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucéo
RDCNP° 55, de 16 de dezembro de 20D&pde sobre o registro de produtos bioldgicos
novos e produtos biolégicos e da outras providénciaBrasilia, DF: Diario Oficial da
Unido, n. 241, 17 dez. 2010.

MOAL, I. H. et al The scoring of poses in protgimotein docking: current capabilities and
future directionsBMC bioinformatics, [S. 1], v. 14, n. 1, p. 286, 2013.

MOREIRA, I. S.; FERNANDESP.A.; RAMOS, M. J. Hotspots A review of the protein
protein interface de tPeoteinst Stracture, Fanationnamd ac i d
Bioinformatics, [S. I], v. 68, n. 4, p. 808312, 2007.

MORIN, A.; MEILER, J.; MIZOUE, L. S. Computational design of protdigand
interfaces: potential in therapeutic developmdmnénds in biotechnology [S. 1], v. 29, n.
4, p. 159166, 2011.

MORROW,J.K.; ZHANG, S. Computational prediction of protein hot spot residues.
Current pharmaceutical design [S. |], v. 18, n. 9, p. 1258265, 2012.

MOTA, F. B.; CASSIOLATO, J.; GADELHA, C. Futuro da pesquisa, desenvolvimento



110

tecnologico e producao industrial de biofarmacéuticos no BRmsiista Eletrénica de
Comunicacéao Informacao e Inovacdo em Saudgs. 1], v. 8 n. 4, p. 463477,2014. DOI
https://doi.org/10.3395/reciis.v8i4.433. Disponivel em:
https://www.reciis.icict.fiocruz.br/index.php/reciis/article/view/438esso em: 12 nov.
2019.

MUKESH, B.; RAKESH, K. Molecular docking: a reviewnternational Journal of
Research in Ayurveda &Pharmacy, [S. 1], v. 2, n. 6, p. 1744751, 2011.

MULLARD, A. New drugs cost US $2.6 billion to develdgpature Reviews Drug
Discovery, [S. I], v. 13, p. 8772014.

NA, Z. et al. Structural basis for blocking RDmediated immune suppression by
therapeutic antibody pembrolizumatell research [S. 1], v. 27, n. 1 p. 147, 2017.

NAZ, F. et al. Investigation of molecular mechanism of recognition between citral and
MARK4: A newer therapeutic approach to attenuate cancer cell progresseynational
journal of biological macromolecules|S. I], v. 107, p.25802589, 2018.

NELSON, D. L.; COX, M. M.Principios de Bioquimica de Lehninger6. ed. B. 1]:
Artmed, 2014. 1328 p. ISBN 8582710720.

NICOLAS, M. et al Notchl functions as a tumor suppressor in mouse Nlture
genetics[S. 1], v. 33, n. 3, p. 416, 2003.

NOGUERA-TROISE,I. et al Blockadeof DIl4 inhibits tumour growth by promoting nen
productive angiogenesiNlature, [S. L], v. 444, n. 7122, p. 1032, 2006.

OFRAN,Y.; ROST,B. ISIS: interaction sites identified from sequer®informatics,
[S.1],v. 23, n. 2, p. e1-816, 2007.

OH, M. I.; CONSTA,S. Stability of a transient protein complex in a charged aqueous
droplet with variable pHThe Journal of Physical Chemistry Letters, [S. 1], v. 8, n. 1, p.
80-85, 2016.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. Agéncia Internacional para Pesquisa em
CancerlLatest global cancer data Cancer burden rises to 18.1 million new cases and 9.6
million cancer deaths in 201pS. L: s. n], 2018. 3 p. Disponivel em:
https://www.who.int/cancer/PRGlobocanFinal.pdf. Acesso em: 27 out. 2019.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. Observatério Global do Canc&ancer
Tomorrow: A tool that predicts the future cancer incidence and mortality burden
worldwide from the current estimates in 2020 up until 20801], 2019. Disponivel em:
https://gco.iarc.fr/itomorrow/emcesso em: 27 out. 2019.

OSBORNEB.; MIELE, L. Notch and the immune systelmmunity , [S. 1], v. 11, n. 6, p.
653663, 1999.

PACE, C.N. et al Forces contributing to the conformational stability of protéeie
FASEB journal, [S. 1], v. 10, n. 1, p. 783, 1996.



111

PAISSONI,C. et al GMXPBSA 2.0: A GROMACS tool to perform MM/PBSA and
computational alanine scannirgomputer Physics Communications[S. 1], v. 185, n.
11, p. 292€r929, 2014.

PAISSONI,C. et al. GMXPBSA 2.1: A GROMACS tool to perform MM/PBSA and
computational alanine scang. Computer Physics Communications[S. 1], v. 186, p.
105107, 2015.

PAL, S.K. et al Programmed death inhibition in renal cell carcinoma: clinical insights
and future direction<linical Advances in Hematology and Oncology(S. I], v. 12, n. 2,
p. 9099, 204.

PARDOLL, D. M. The blockade of immune checkpoints in cancer immunotheNgtyre
Reviews Cancer[S. I], v. 12, n. 4, p. 252, 2012.

PAROLA, C.; NEUMEIER,D.; REDDY,S.T . Il ntegrating high throt
sequencing for monoclonal antihodiscovery and engineeringnmunology, [S. 1], v.
153, n. 1, p. 341, 2018.

PARRINELLO, M; RAHMAN, A. Crystal structure and pair potentials: A molecular
dynamics studyPhysical Review Letters[S. ], v. 45, n. 14, p. 1196, 1980.

PASCOLUTTI,R. et al. Structure and dynamics of PIC1 and an ultrenigh-affinity PD-1
receptor mutantStructure, [S. 1], v. 24, n. 10, p. 1712728, 2016.

PATNAIK, A. et al Phase | Study of Pembrolizumab (M#75; AnttPD-1 Monoclonal
Antibody) in Patients with Advanced SallfumorsClinical cancer research [S. 1], v.
21, n. 19, p. 4288293,2015.

PAULA, G. A. P.Estudo da estabilidade estrutural em solucdo aquosa da enzima
Acetolactato Sintase (ALS) utilizando Dinamica Molecular2019. 40 f. Tabalho de
Concluséo de Curso (Graduacdo em Quimica Industtim)versidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, MG, 20109.

PAULING, L.; COREY,R.B.; BRANSON,H. R. The structuref proteins: two hydrogen
bonded helical configurations of the polypeptide ch@meceedings of the National
Academy of SciencedS. l], v. 37, n. 4, p. 20211, 1951.

PENG,H. P.et al Origins of specificity and affinity in antiboelyrotein interactions.
Proceedings of the National Academy of Sciencd$. 1], v. 111, n. 26, p. E26562665,
2014.

PETTERSENE. F. et al UCSF ChimeraA visualization system for exploratorgsearch
and analysisJournal of computational chemistry, [S. 1], v. 25, n. 13, p. 16063612,
2004.

PHILIPS,G. K.; ATKINS, M. Therapeutic uses of arRD-1 and antPD-L1 antibodies.
International immunology, [S. 1], v. 27, n. 1, p. 3916, 2014.



112

PHILLIPS, J.C. et al. Scalable molecular dynamics with NAMIournal of
computational chemistry, [S. ], v. 26, n. 16, p. 1781802, 2005.

PIEHLER,J; SCHREIBERG. Fast transient cytokiiieeceptor interactions monitored in
real time by reflectometric interference spectroscémalytical biochemistry, [S. 1], v.
289, n. 2, p. 17386, 2001.

PIERCE, B. AGenética: Um Enfoque Conceitual. 5. e&.[l]: Guanabara Koogan, 2016.
780 p. ISBN 8527729059.

PIRES,D. E. V.; ASCHER, D B.; BLUNDELL, T. L. mCSM: predicting the effects of
mutations in proteins using graplased signatureBioinformatics, [S. 1], v. 30, n. 3, p.
335342, 2013.

PIRES,D. E. V.; ASCHER, D B. nCSMAB: a web server for predicting antibody
antigen affinity changes upon mutation with grdy@sed signatureblucleic acids
research [S. 1], v. 44, n. W1, p. W469473, 2016.

PLOSKER,G. L.; FIGGITT, D. P. RituximabDrugs, [S. I], v. 63, n. 8, p. 80843, 2003.

POTAPOV,V.; COHEN,M.; SCHREIBERG. Assessing computational methods for
predicting protein stability upon mutation: good on average but not in the detatisin
engineering, design & selectionS. 1], v. 22, n. 9, p. 55560, 2009.

PUCCA, M. B. et al. Therapeutic monoclonal antibodies: scFv patents as a marker of a new
class of potential biopharmaceuticasazilian Journal of Pharmaceutical SciencedS.
l.],v. 47, n. 1, p. 388, 2011.

PUROW,B. W. et al. Expression of Notcll and its ligands, Deltbke-1 and Jagged, is
critical for glioma cell survival and proliferatio@ancer research [S. I], v. 65, n. 6, p.
23532363, 2005.

QIN, S.et al Novel immune checkpoint targets: mogibeyond PEL and CTLA4.
Molecular cancer, [S. 1], v. 18, n. 1, p. 155, 20109.

RADOM, F.; PLUCKTHUN, A.; PACI, E. Assessment of ab initio models of protein
complexes by molecular dynamiéd.oS computational biology [S. 1], v. 14, n. 6, p.
1006182, 2018

RADTKE, F.; RAJ, K The role of Notch in tumorigenesis: oncogene or tumour
suppressor’Nature Reviews Cancer[S. l], v. 3, n. 10, p. 756, 2003.

RAMACHANDRAN, G. N. Protein Structure and CrystallograpBgience, [S. I], v. 141,
n. 3577, p. 28291,1963.

RAMPAL, R. et al Highly conserved @ucose sites have distinct effects on Notchl
function Journal of Biological Chemistry, [S. 1], v. 280, n. 37, p. 321332140, 2005.



113

RANGARAJAN, A. et al Notch signaling is a direct determinant of keratinocyte growth
arrest and entry into differentiatiohhe EMBO journal, [S. 1], v. 20, n. 13, p. 3423436,
2001.

RIDGWAY, J.et al Inhibition of DII4 signalling inhibits tumour growth by deregulating
angiogenesidNature, [S. I], v. 444, n. 7122, p. 1083, 2006.

RODRIGUESJ.P. G. L. M. et al Defining the limits of homology modeling in
i nformati on dr iRraems: PtnuctureeFunctiord and Rioinfognatics,
[S.1],v.81,n.12, p. 2119128, 2013.

RODRIGUESJ.P. G. L. M.; BONVIN, A. M. J. J.Integrative computational modeling of
protein interactionsThe FEBS journal, [S. 1], v. 281, n. 8, p. 1982003, 2014.

RONCHINI, C.; CAPOBIANCO,A. J. Induction of cyclin D1 transcription and CDK2
activity by Notchic: implication for cell cycle disruption in transformation by Notchic.
Molecular and Cellular Biology, [S. I], v. 21, n. 17, p. 5925934, 2001.

ROQUE,A. C. A.; SILVA, C.S. O.; TAIPA, M. A. Affinity -based methodologies and
ligands for antibody purification: advances and perspectimsnal of Chromatography
A, [S. 1], v. 1160, n. 12, p. 4455, 2007.

ROSENBLATT, Jet al Blockade ofPD-1 in Combination with Dendritic Cell/Myeloma
Fusion Cell Vaccination Following Autologous Stem Cell Transplantation Is Well
Tolerated, Induces Anrffumor Immunity and May Lead to Eradication of Measureable
DiseaseBlood, [S. I], v. 126, n. 23, p. 4212015.

ROTTE,A.; D6 O BABHANDARU, M. Nobel commitee honors tumor
immunologistsJournal of Experimental & Clinical Cancer Research [S. 1], v. 37, n. 1,
p. 262, 2018.

ROY, A. et al In silico methods for design of biological therapeutMsthods, [S. 1], v.
131, p. 3365, 2017.

SALERNO, M. S.; MATSUMOTO, C.; FERRAZ, Biofarmacos no Brasil
caracteristicas, importancia e delineamento de politicas publicas para seu desenvolvimento.
Brasilia: . n], 2018. 78 p.

G A LA.; BLUNDELL, T.L. Comparative protein modelling by satisfaction of spatial
restraintsJournal of Molecular Biology, [S. I], v. 234, n. 3, p. 77815, 1993.

SANCHEZ,R.; G ALBvaluation of comparative protein structure modeling by
MOD E L L ERoteis: Structure, Function, and Bioinformatics [S. 1], v. 29, n. S1,
p. 5058, 1997.

SANT'ANNA, C. M. R. Glossario déermos usados no planejamenefarmacos
(recomendacdes da IUPAC pd@97).Quimica Nova, [S. I], v. 25,p. 505512, 2002

SANTOS, M. O. Btimativa 2018: Incidéncia de Cancer no Brddvista Brasileira de
Cancerologia [S. 1], v. 64, n. 1, p. 11920,2018.



114

SARGSYAN,K.; GRAUFFEL,C.; LIM, C. How molecular size impacts RMSD
applications in molecular dynamics simulatiodgurnal of chemical theory and
computation, [S. 1], v. 13, n. 4, p. 1518524, 2017.

SCHYMKOWITZ, J.et al The FoldX web server: an online force fiditlcleic acids
research [S. 1], v. 33, n. suppl_2, p. W38&/388, 200

SEO, M. JDevelopment of high throughput screening systems for the efficient
production of antibody fragments in Escherichia coli 2008.162 f. Disertacao
(Doutorado em Engenhar@@uimicg - University of Texas, Austin, TX, 2008.

SHAN, D. et al Characterization of scF\g constructs generated from the a@i®20 mAb
1F5 using linker peptides of varying lengtiite Journal of Immunology, [S. ], v. 162,
n. 11, p.65896595, 1999.

SHARMA, S. K.; RAMSEY, T. M.; BAIR, K. W. Protehprotein interactions: lessons
learned Current Medicinal Chemistry. Anti-cancer agents[S. 1], v. 2, n. 2, p. 31:B30,
2002.

SHEN,M. Y.; SALI, A. Statistical potential for assessment aretliction of protein
structuresProtein Science [S. 1], v. 15, n. 11, p. 2502524, 2006.

SHERIDAN, C. Ablynx's nanobody fragments go places antibodies caNatdre
biotechnology, [S. 1], v. 35, n. 12, p. 1115118, 2017.

SHINOHARA, T. et al. Structure and chromosomal localization of the humaiRBene
(PDCD1).Genomics [S. l], v. 23, n. 3, p. 70&06, 1994.

SHKURTI, A. et al pyPcazip A PCA-based toolkit for compression and analysis of
molecular simulation dat&oftwareX, [S. 1], v. 5, p. 4450, 2016.

SHUID, A. N.; KEMPSTERR.; MCGUFFIN,L. J. ReFOLD a server for the refinement
of 3D protein models guided by accurate quality estimétesleic Acids Research [S. 1],
v. 45, n. W1, p. W422v428, 2017.

SICINSKA, E. et al. Requirement for cyclin D3 in lymphocyte development and T cell
leukemiasCancer Cell, [S. 1], v. 4, n. 6, p. 45461, 2003.

VAJDOS,F. F. et al Comprehensive functional maps of the antiperding site of an anti
ErbB2 antibody obtained with shotgun scanning mertesisJournal of Molecular
Biology, [S. 1], v. 320, n. 2, p. 41828, 2002.

SIEGEL,R. et al. Cancer treatment and survivorship statistics, 2G¥2.a cancer
journal for clinicians, [S. 1], v. 62, n. 4, p. 22@41, 2012.

SIEVERS, F.; HIGGINS , D. G. Clustal Omega: Accurate Alignment of Very Large
Numbers of Sequences. In: RUSSELL Nultiple Sequence Alignment Methods 1. ed.
Totowa, NJ: Humana Press, 2014. v. 1079,05:116. ISBN 9781-62703645-0.



115

SITTEL, F.; JAIN, A.; STOCK,G.. Principal component analysis of molecular dynamics:
On the use of Cartesian vs. internal coordindtbs. Journal of Chemical Physics [S. 1],
v. 141, n. 1, p07B605_1, 2014.

SMITH, G.R.; STERNBERGM. J. E. Prediction of proteiprotein interactions by
docking methodsCurrent Opinion in Structural Biology, [S. I], v. 12, n. 1, p. 285,
2002.

SORMANNI, P.et al. Rapid and accurate in silico solubilggreening of a monoclonal
antibody library Scientific Reports, [S. I], v. 7, n. 1, p. 8200, 2017.

STELLA, L.; MELCHIONNA, S. Equilibration and sampling in molecular dynamics
simulations of biomolecule3he Journal of Chemical Physics [S. 1], v. 109, n. 23, p.
1011510117, 1998.

SWIFT, M. L. GraphPad prism, data analysis, and scientific graplmgnal of chemical
information and computer sciences[S. ], v. 37, n. 2, p. 41412, 1997.

ROY, P.et al Molecular characterization, constitutive expression and GTP binding
mechanism of Cirrhinus mrigala (Hamilton, 1822) Myxovirus resistance (Mx) protein.
International Journal of Biological Macromolecules|[S. I], v. 136, p. 1258272, 2019.

RENNER, C.; STENNER,F.. Cancer immunotherapy and the immune response in
Hodgkin lymphomakFrontiers in Oncology, [S. I], v. 8, p. 193, 2018.

TAKEBE, N. et al. Targeting cancer stem cells by inhibiting Wnt, Notch, and Hedgehog
pathwaysNature Reviews Cinical Oncology, [S. ], v. 8, n. 2, p. 97, 2011.

TAKEBE, N.; NGUYEN, D.; YANG, S. X. Targeting notch signaling pathway in cancer:
clinical development advances and challengésrmacology & therapeutics [S. 1], v.
141, n. 2, p. 14049, 2014.

TAN, S.etal. An unexpected Merminal loop in PBL dominates binding by nivolumab.
Nature Communications [S. 1], v. 8, p. 14369, 2017.

TANG, S, KIM, P.S. A highaffinity human PB1/PD-L2 complex informs avenues for
smalltmolecule immune checkpoint drug diseoy. Proceedings of the National
Academy of SciencedS. ], v. 116, n. 49, p. 245024506, 2019.

TOPALIAN, S.L. et al. Safety, activity, and immune correlates of @Rb-1 antibody in
cancerNew England Journal of Medicing [S. I], v. 366, n. 26, p. 2443454, 2012.

TRAMONTANO, A. The role of molecular modelling in biomedical reseaFBS
letters, [S. 1], v. 580, n. 12, p. 2928934, 2006.

TSAI C. J.et al A dataset of proteirprotein interfaces generated with a sequender
independent comparison techniqdeurnal of Molecular Biology, [S. ], v. 260, n. 4, p.
604620, 1996.



116

TUNCBAG, N.; GURSOY,A.; KESKIN, O. Identificationof computational hot spots in
protein interfaces: combining solvent accessibility andirésidue potentials improves the
accuracyBioinformatics, [S. 1], v. 25, n. 12, p. 1533520, 2009.

TUNCBAG, N.; KESKIN, O.; GURSOY,A. HotPoint: hot spot prection server for
protein interfacedNucleic Acids Research [S. ], v. 38, n. suppl_2, p. W48@&/406, 2010.

VAJDA, S, CAMACHO, C. J. Proteiiiprotein docking: is the glass hdifll or half-
empty?.Trends in Biotechnology, [S. I], v. 22, n. 3, p. 11416, 2004.

VAJDA, S.et al New additions to the ClusPro server motivated by CAPRIteins:
Structure, Function, and Bioinformatics, [S. 1], v. 85, n. 3, p. 43844, 2017.

VAN ZUNDERT, G. C. Pet al The HADDOCK2. 2 web server: usiiendly integrative
modeling ofbiomolecular complexesournal of Molecular Biology, [S. 1], v. 428, n. 4,
p. 720725, 2016.

VAUGHAN, T. J.; OSBOURN,.K.; TEMPEST,P.R. Human antibodies by design.
Nature Biotechnology, [S. ], v. 16, n. 6, p. 535, 1998.

VERLI, H. Bioinformética: da biologia a flexibilidade molecular. 1. ed. S&o Paulo, SP:
Sodedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecul&BBq, 2014282 p. ISBN 978
85-6928800-8.

VERNET, E.Affinity protein based inhibition of cancer related signaling pathways
2009. 79 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia Molecul&ghool of Biotechnology,
Royal Institute of Tehnology, KTH, Estocolmo, SE, 2009.

VIDAL, T.J; FIGUEIREDO,T. A.; PEPEV. L. E. The Brazilian market for monoclonal
antibodies used in cancer treatm&ddernos de saude publicdS. 1], v. 34, n. 12, 2018.

VRIEND, G. WHAT IF: a molecular modeling and drug design progréoarnal of
molecular graphics [S. I], v. 8, n. 1, p. 556, 1990.

WANG, C. et al Recent developments and applications of the MMPBSA method.
Frontiers in molecular biosciencegs[S. I], v. 4, p. 87, 2018.

WANG, J. et al HLA class | expression predicts prognosis and therapeutic benefits from
tyrosine kinase inhibitors in metasic renalcell carcinoma patient€ancer Immunology,
Immunotherapy, [S. ], v. 67, n. 1, p. 787, 2018.

WANG, J.et al Use of MMPBSA in reproducing the binding free energies to HIRT
of TIBO derivatives and predicting the binding mode to HIRT ofefavirenz by docking
and MM-PBSA.Journal of the American Chemical Society[S. I], v. 123, n. 22, p.
52215230, 2001.

WANG, M. et al.ldentification of a monoclonal antibody that targets PId a manner
requiring PD1 Asn58 glycosylationCommunicationsBiology, [S. 1], v. 2, n. 1, p. 110,
2019.






