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RESUMO

Cancer ¢ o nome que caracteriza um conjunto de distirbios marcados pela presenga de células
que ndo respondem aos controles normais de divisao. Estima-se que no ano 2018, tais
doengas acarretaram 9,6 milhdes de 6bitos mundialmente. Terapias convencionais ndo sao
direcionadas e, comumente, sdo acompanhadas da manifestacao de diversos efeitos adversos.
Nesse contexto, novos tratamentos, como a imunoterapia fazendo o uso de inibidores de
checkpoints do sistema imune, tém ganhado grande destaque. O anticorpo monoclonal
humanizado pidilizumabe foi inicialmente selecionado pela sua capacidade de estimular a
proliferacdao de linfocitos e por sua atividade antitumoral. Um grande nimero de estudos
clinicos promissores indicava que tal firmaco apresentava perfil farmacologico tipico de
antagonista a proteina de checkpoint PD-1. Porém, recentemente, foi elucidado que seu alvo
molecular genuino ¢ a proteina DLL1, um ligante da via de sinalizacdo de Notch cujo
bloqueio tem sido associado a inibi¢do da proliferagcdo celular e indugdo da apoptose de
células tumorais para glioma, demonstrando seu potencial como alvo terapéutico para o
tratamento do cancer. Tendo em vista os bons resultados alcancados com o uso do
pidilizumabe em diversos testes clinicos, este trabalho objetivou indicar alteracbes nos
fragmentos de anticorpos scFv produzidos a partir do pidilizumabe, a fim de otimizar as
interacBes com seus possiveis alvos moleculares, as proteinas PD-1 e DLL1. Para isso, foi
feita a modelagem comparativa dos scFvs a partir das sequéncias das cadeias leve e pesadas
obtidas no banco de dados Integrity. A adicdo de trés peptideos ligantes flexiveis de tamanhos
distintos entre as cadeias resultou na produgdo de trés scFvs. Tais moléculas foram docadas
as proteinas PD-1 e DLL1 e os complexos resultantes, submetidos a simula¢des de dindmica
molecular. As simulagdes permitiram constatar a auséncia completa de interagdes entre os
scFvs e PD-1. Além disso, através da realizacdo de calculos de MM/PBSA, foi possivel
elucidar que o modo de ligagdo mais favordvel energeticamente entre scFv e DLL1 ¢
encontrado através do posicional do fragmento de anticorpo no dominio C2 do antigeno, e
que os componentes de energia livre que mais contribuem para o estabelecimento da
interacdo sdo os ndo polares, de Coulomb e de van der Waals. Finalmente, foram
identificados os principais residuos da interface de interacdo e identificadas mutagdes
favoraveis na sequéncia do scFv. A aplicacdo e validacdo de tais mutagdes por dinamica

molecular resultou na proposi¢ao de um novo biofarmaco otimizado.

Palavras-chave: scFv; 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 9,6 million deaths worldwide. Conventional therapies are not targeted and commonly
are followed by the manifestation of various adverse effects. In this context, new treatments,
such as immunotherapy using immune checkpoints inhibitors, have gained prominence. The
humanized monoclonal antibody pidilizumab was initially selected for its ability to stimulate
lymphocyte proliferation and its anti-tumor activity. A large number of promising clinical
studies indicated that such antibody had a typical pharmacological profile of a PD-1
checkpoint protein antagonist. However, 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 proliferation and induction of tumor cell apoptosis to
glioma, demonstrating its potential as a therapeutic target for cancer treatment. Given the
good results achieved with the use of pidilizumab in several clinical trials, this study aimed
to indicate changes to scFv antibody fragments produced from pidilizumab in order to
optimize interactions with their possible molecular targets, PD-1 and DLL1 proteins. For
this, comparative modeling of scFvs light and heavy chain sequences obtained from Integrity
databases was 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 DLLI1 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 PD-1. Furthermore, by performing
MM/PBSA calculations, it was possible to elucidate that the most energetically favorable
mode of binding between scFv and DLLI 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 non-polar, Coulomb and van der Waals terms. Finally,
the main interface residues involved in the interaction were identified and energetically
favorable mutations were proposed on the scFv sequence. The application and validation of
such mutations by molecular dynamics resulted in the proposition of a new optimized

biopharmaceutical.

Keywords: scFv; DLL1; cancer.
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1 INTRODUCAO

1.1  Caracterizagdo do problema

Cancer ¢ uma palavra que vem do grego “karkinos”, que quer dizer caranguejo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Atualmente, esse é o nome geral dado a um grupo
heterogéneo de distarbios caracterizado por células que ndo respondem aos controles normais
de divisdo (PIERCE, 2016). Enquanto células saudaveis crescem, dividem-se, amadurecem
e morrem em resposta a um complexo conjunto de sinais internos e externos, células
cancerigenas tém um ou mais desses sinais comprometidos, levando as mesmas a se
proliferarem rapida e continuamente, levando ao surgimento de tumores sélidos ou canceres
hematoldgicos (SANTOS, 2018).

Estimativas mundiais mostraram que, em 2018, ocorreram 18,1 milhdes de
novos casos de cancer, resultando em 9,6 milhdes de 6bitos, e estimou-se ainda que o0 nimero
de novos casos deve chegar aos 29,5 milhdes até 2040 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2018; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019). Os tipos de cancer mais
incidentes no mundo séo os de pulméo e de mama, com aproximadamente 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, para o biénio 2018-2019, estima-se a ocorréncia de 600 mil novos
casos de cancer para cada ano (SANTOS, 2018). Alguns fatores explicam a participacéo do
cancer na mudanca recente relacionada ao perfil de adoecimento da populagéo brasileira -
chamada de transic&o epidemioldgica (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Alguns destes s3o:
a maior exposicao a agentes cancerigenos (agentes quimicos, fisicos e biolégicos aos quais
as pessoas 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; 0 aumento no
namero de 6bitos pela doenga; 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 o0 género.
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Figura 1 - Taxas de incidéncia e mortalidade do cancer estimadas e padronizadas por idade

em 2018 para ambos 0s géneros no Brasil
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Fonte: Organizacdo Mundial da Sadde (2019). Adaptado pelo autor (2019). Incidéncia/Mas - Incidéncia para
individuos do género masculino. Mortalidade/Mas - Mortalidade para individuos do género masculino.

Incidéncia/Fem - Incidéncia para individuos do género feminino. Mortalidade/Fem - Mortalidade para

A

individuos do género feminino. LNH - Linfoma N&o-Hodgkin. ASR (do inglés “age-standardized rate”) - Taxa
de incidéncia e mortalidade estimada padronizada por idade, que é uma medida resumida da taxa que uma
populagdo teria se tivesse uma estrutura etaria padrdo; a padronizagdo é necessaria a0 comparar varias
populagBes que diferem em relagdo a idade, que é 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 quimioterapia - é que estas ndo sdo direcionadas e possuem
diversos efeitos nocivos ao corpo, uma vez que destroem as células em divisdo ou
interrompem a diviséao celular, afetando também células saudaveis e tendo como resultado a
manifestacdo de efeitos colaterais e altas taxas de mortalidade (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2015). Com o0 objetivo de encontrar tratamentos com o melhor balanco entre uma
alta eficécia e baixa toxicidade (MAHONEY; FREEMAN; MCDERMOTT, 2015), novos

farmacos que utilizam abordagens alternativas - como as terapias hormonais, terapias alvo e



imunoterapia - vém ganhando destaque (SIEGEL et al., 2012). Esta ultima tem como
caracteristica agir sobre o sistema imunoldgico, e ndo no tumor per si (COUZIN-FRANKEL,
2017), possuindo o potencial para ser um tratamento mais especifico para neoplasias
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

AlteracGes genéticas e epigenéticas sdo caracteristicas de todos o0s 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 feito via receptor de células T (TCR, do inglés “T-Cell receptor”). As células
T tem sido foco na manipulagdo terapéutica da imunidade antitumoral end6gena gracas a sua
capacidade de reconhecer seletivamente peptideos derivados de proteinas em todos os
compartimentos celulares, de 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).

Apos sairem do timo, onde passam pela etapa de maturacdo, os linfocitos
circulam pelo corpo até reconhecerem um antigeno na superficie das células apresentadoras
de antigeno (APCs, do inglés “antigen presenting cells”) via Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC, do inglés “Major Histocompability Complex™) de
classe I, no caso dos linfdcitos T citotdxicos, ou de classe Il, para interacdo com linfdcitos T
auxiliares (CAVANAGH; FINDLAY, 2019). O complexo é estabilizado pela interagcdo do
CD4 ou CD8 com o MHC.

Adicionalmente, sdo requeridos uma série de sinais secundarios que
determinam a forca e duracédo da ativacdo (FREEMAN, 2000). No caso das células T CD4+,
0 primeiro desses sinais é provido pelo CD28, que interage com proteinas da familia B7
presentes nas superficies das APCs, levando ao inicio da expansdo clonal dos linfocitos
(CAVANAGH; FINDLAY, 2019). Ndo obstante, a interacdo CD28-B7 leva a producéo de
CTLA-4 (“Cytotoxic T-lymphocyte-associated Antigen 47), um receptor de ponto de
checagem (“checkpoint”’) imunologico que atua no controle da resposta e reduz o sinal de
ativacdo. Em circunstancias normais, os checkpoints do sistema imune, em um balancgo entre
sinais estimulatérios, co-estimulatérios e inibitdrios responsaveis por controlar a ativacéo
dos linfocitos T, sdo essenciais para a manutencdo da autotolerancia, de forma a prevenir
respostas autoimunes e proteger o tecido contra danos enquanto o sistema imunologico esta
respondendo a uma infecgdo patogénica. Entretanto, a expressao de proteinas de checkpoint
pode ser desregulada 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 co-estimulatérios, como os fornecidos pelo CD70 e 4-1BB (CD137), ilustrados na
Figura 2. A sinalizacdo pelas citocinas também € essencial para determinar como sera a
resposta ao antigeno (CAVANAGH; FINDLAY, 2019). Uma vez ativadas, as células T
iniciam a producdo de citocinas, como interferon-y (IFN-y) e interleucina 4 (IL-4), que
induzem um aumento na expressao de receptores co-inibitérios, como o PD-1 (“Programmed
Death 17, também conhecido com CD279) e seus ligantes, de forma a criar um ciclo de
retroalimentacdo que refreia as respostas imunologicas e limita o dano tecidual imuno-

relacionado, quando ndo sobrepujado por fortes sinais estimulatérios (FREEMAN, 2008).

Figura 2 — Principais interacdes envolvidas na ativacdo das células T
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Fonte: CAVANAGH; FINDLAY (2019). Adaptado pelo autor (2019). A célula dendritica (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 TCR-CD3;
simultaneamente, CD4 ou CD8 interagem com regides ndo polimorficas do MHC. Os sinais
co-estimulatérios sdo fornecidos através dos receptores ligados a APC CD86, CD80, OX40L e

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

O receptor PD-1 e seus ligantes — membros da familia B7/CD28 (ISHIDA et
al., 1992) - ganharam destaque para imunoterapia apos a utilizagdo de um anticorpo anti-PD-
1 na cura do tumor cerebral do ex-presidente dos Estados Unidos, Jimmy Carter (ROTTE;
D’ORAZI; BHANDARU, 2018). PD-1 é uma proteina transmembrana composta de um

dominio extracelular (ectodominio) da superfamilia das imunoglobulinas (Ig), um dominio



transmembrana e um dominio intracelular que contém um motivo de inibicdo do
imunorreceptor baseado em tirosina (ITIM, do inglés “Immunoreceptor Tyrosine-based
Inhibition Motif”) ¢ um motivo de troca do imunorreceptor baseado em tirosina (ITSM, do
inglés “Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif”) (KEIR et al., 2008). O tamanho total
do receptor humano é de 268 residuos de aminoécido, e seu gene esta localizado no brago
longo do cromossomo 2 — 0 segundo maior cromossomo - indicando que a proteina pode
interagir com muitos outros produtos génicos e estar envolvida em varias doencas
importantes, como inflamacéo, cancer e doencas autoimunes (SHINOHARA et al., 1994).

O principal papel do PD-1 é conter a atividade de células T em tecidos
periféricos quando h& uma resposta inflamatoria a infeccéo e limitar a autoimunidade, dessa
forma inibindo as células T durante uma exposicao de longo prazo ao antigeno, como ocorre
durante infec¢des virais cronicas e no cancer (BARBER et al., 2006). Para alem das células
T ativadas, esse receptor também pode ser encontrado na superficie de células B, mondcitos,
células NK (“Natural Killers”) e muitos linfécitos infiltrantes de tumor (TILs, do inglés
“tumor-infiltrating lymphocytes”) (KEIR et al., 2008; DOLAN; GUPTA, 2014).

Seus ligantes conhecidos sdo o PD-L1 (também chamado de B7-H1 ou
CD274) e 0 PD-L2 (identicamente descrito como B7-DC ou CD273), que estdo presentes na
superficie de APCs, linfécitos, células endoteliais e fibroblastos. A interacdo da PD-1 com
tais proteinas inibe cinases que estdo envolvidas na ativacdo de células T em um processo
que é mediado pela fosfatase SHP2 (FREEMAN et al., 2000; DU et al., 2018), como esta
ilustrado na Figura 3. Essa interacdo tem como consequéncias a inibicdo da proliferacdo de
células T, reducdo de sua sobrevivéncia, e inibi¢do da producao de IFN-y, do fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e da interleucina-2 (IL-2) (KEIR et al., 2008). Estudos utilizando
ressonancia plasménica de superficie e microcalorimetria para quantificar a afinidade da PD-
1 humana e de camundongo a PD-L1 e PD-L2 mostraram que esse efeito inibitorio é mediado
por interacOes fracas (CHENG et al., 2013).
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Figura 3 — Mecanismo molecular de a¢do da PD-1
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Fonte: FREEMAN (2008). Adaptado pelo autor (2019). A interacdo do ligante de PD-1
(PD-L1), presente nas celulas apresentadoras de antigeno (APCs), com o PD-1 na superficie
da célula T leva a fosforilagdo de tirosina do dominio citoplasméatico do PD-1 e ao
recrutamento de fosfatases SHP-2, resultando na desfosforilacdo de moléculas sinalizadoras
proximais de TCR, incluindo ZAP-70, PKC e CD3, causando uma atenuagdo do sinal
TCR/CD28.

O ectodominio do PD-1 humano, cuja as estruturas determinadas
experimentalmente podem ser observadas no Apéndice A, é responsavel pela interacdo com
0s seus ligantes, sendo composto por 150 aminoacidos, com quatro sitios de glicosilacéo
(N49, N58, N74, e N116) e uma ponte dissulfeto (C54-C123) (DU et al., 2018). Com o intuito
de restaurar a resposta antitumoral endégena, anticorpos monoclonais que interajam com essa
regido do receptor podem ser utilizados para bloquear a sua interacdo com PD-L1 e PD-L2
(PARDOLL, 2012).

1.1.2 Anticorpos monoclonais

Anticorpos sdo imunoproteinas que estdo 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 ligacdo ao antigeno, que lhes permite acoplarem-se a um alvo
correspondente, dessa forma atuando na deteccéo, localizagéo, reconhecimento, interacéo,
inativacdo e eliminacéo do antigeno (CARVALHO, 2013; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,



2015).

Um anticorpo secretado possui 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 homologas chamadas de dominios Ig, compostas
por aproximadamente 110 residuos de aminoacidos que se dobram independentemente e s&o
mantidos unidos por pontes dissulfeto (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Figura 4 - Representacdo esquematica da estrutura de um anticorpo

Fonte: ROY et al. (2017). A estrutura de um anticorpo é dividida em uma regido
constante (Fc) e dois fragmentos de ligagdo ao antigeno (Fab), conectados por uma
regido de dobradica. No Fab, € possivel encontrar uma regido variavel (Fv) que é
composta por uma porcao varidvel na cadeia leve (V) e outra na cadeia pesada (Vn),
e é a responsével pela interacdo com o antigeno propriamente dita. As Regides
Determinantes de Complementaridade (CDRs) presentes em Vi e V| S80 responsaveis
por determinar a especificidade e afinidade de interacdo e sdo compostas por alcas
hipervariaveis (L1, L2, L3, H1, H2, H3). As regifes constantes da cadeia pesada estdo
identificadas como Cui, Chz € Chs, enquanto a regido constante da cadeia leve esta

nomeada como C.

A estrutura da imunoglobulina é dividida em uma fragdo constante, também
conhecida por Fc (fragmento, cristalizavel), devido a sua propensdo a auto associar e
cristalizar em forma de trelica; e uma porc¢éo variavel (Fv) de interacdo ao antigeno. A regido
Fc é a responsavel pelo aumento da meia vida plasmatica do anticorpo e por mediar as suas
funcOes efetoras, como a citotoxicidade celular mediada por células (ADCC, do inglés
“Antibody-dependent cellular cytotoxicity”) e a citotoxicidade celular mediada pelo sistema

complemento (CDC, do inglés “Complement-dependent cytotoxicity””) (JAIN et al., 2007,
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HOLLIGER; HUDSON, 2005). Sdo alteragcbes encontradas nessa regido que levam a
distingdo dos anticorpos em cinco diferentes classes: IgA, IgD, IgE, IgM e IgG. Esta ultima
estd intimamente relacionada a imunidade neonatal, mas também age na opsonizacao e
neutralizacdo do antigeno e na ADCC e CDC. Também é a mais frequentemente utilizada
para imunoterapia do cancer (WEINER et al., 2010; CARVALHO, 2013).

O fragmento de ligagdo ao antigeno (Fab, do inglés “Fragment antigen-
binding”) é composto pelas regides variavel e constante da cadeia leve (V-CL), pareadas a
um fragmento VH-Chi. Dentro das regides variaveis das cadeias leve (VL) e pesada (Vh),
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 superficie complementar a forma tridimensional do antigeno ligado, essas
porcdes também sdo chamadas de regides determinantes de complementaridade (CDRs, do
inglés Complementarity-determining regions) (WEINER et. al, 2010; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Os anticorpos monoclonais (mADbs, do inglés “monoclonal antibodies”) sao
derivados de um mesmo clone de linfocito B cuja clonagem e propagacédo se efetuam em
linhas de células continuas (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2010), que séo
capazes de reconhecer e interagir com alvos especificos, desencadeando uma resposta
imunobioldgica (VIDAL; FIGUEIREDO; PEPE, 2018). Eles foram inicialmente produzidos
em laboratério através da fusdo de células B, obtidas a partir de camundongos imunizados
com um antigeno conhecido, com uma linhagem celular imortalizada de mieloma
(KOHLER; MILSTEIN, 1975). As ceélulas resultantes desse processo, chamadas de
hibridomas, sdo selecionadas e apenas o clone que produz anticorpos com a especificidade
desejada € expandido. A grande limitacdo da utilizacdo desta técnica para uso clinico é que
pacientes tratados com anticorpos murinos podem passar a produzir anticorpos contra a
imunoglobulina de camundongo (HAMA, do inglés “human anti-murine antibodies”),
levando a um bloqueio de funcdo ou eliminacdo do mAb, e podendo causar um distarbio
conhecido como doenca do soro (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

A tecnologia do ADN recombinante vem sendo utilizada para expandir a
utilidade dos mAbs. Na producéo de anticorpos quiméricos e humanizados, por exemplo,
genes humanos séo fusionados com genes de camundongos; no caso dos primeiros, mantém-
se toda a regido Fab murina, enquanto, nos altimos, apenas as CDRs do camundongo sédo
preservadas (GUIMARAES; SILVA; RANGEL, 2008). Isso garante que essas moléculas

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
producdo de imunoglobulinas terapéuticas € a utilizagdo de anticorpos totalmente humanaos,
como ocorre no caso do ipilimumabe (VAUGHAN; OSBOURN; TEMPEST, 1998; HODI
etal., 2010).

Novos desenhos estruturais para mAbs vém sendo desenvolvidos em busca
de moléculas que possuam afinidade e estabilidade aumentadas, e que permitam a selecéo
contra alvos refratarios. Exemplos de anticorpos engenheirados sdo aqueles que dispensam a
fracdo Fc, a exemplo dos fragmentos Unicos de cadeia variavel (scFv, do inglés “single chain
Fragment variable”), representados na Figura 5. Tais compostos compreendem os dominios
VH e VL do anticorpo, conectados por um polipeptidio ligante flexivel (WEISSER; HALL,
2009). Geralmente, retém a afinidade especifica, monovalente e de liga¢do ao antigeno da
IgG progenitora, enquanto demonstram farmacocinética aprimorada para a penetragdo no
tecido (HOLLIGER; HUDSON, 2005) e um tempo para depuracdo plasmatica reduzido

(AHMAD et al., 2012).

Figura 5 - Representacdo esquematica de um scFv

Fonte: VERNET (2009). A esquerda, é possivel observar a representacdo
esquematica da estrutura de um anticorpo IgG, com seus dominios discriminados:
o Fab encontra-se sombreado em cinza, a regido de dobradica em preto e a regido
Fc em branco. Os atomos de enxofre estdo assinalados pela letra S, e formam
pontes dissulfeto sob condigdes oxidantes. A direita, encontra-se uma estrutura de
scFv, que é composta pelas regides variaveis das cadeias leve (V) e pesada (Vn),

unidas por um peptideo ligante em uma Unica cadeia.

Dentre as vantagens da utilizacdo desses fragmentos em relacdo a mAbs
completos, pode ser citado o fato dos scFvs serem moléculas menores, que podem ser

produzidas de forma mais econémica, além de serem facilmente modificadas através de



técnicas de manipulagcdo genética (WEISSER; HALL, 2009), e produzidas em diversas
plataformas, incluindo bactérias, leveduras e plantas (BIRD et al.,1988), além de poder ser
utilizado numa gama de aplicacdes em que a funcéo efetora mediada pela regido constante
ndo é desejavel, como ocorre quando ha a ativagdo 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 uma parte dos anticorpos utilizados na terapia do céancer,
imunoglobulinas que bloqueiam checkpoints imunol6gicos ndo tem como alvo as células
tumorais, mas sim os receptores de linfécitos ou os seus ligantes, a fim de melhorar a
atividade antitumoral endgena (PARDOLL, 2012). O primeiro inibidor de checkpoint foi
aprovado pelo Food and Drug Admnistration (FDA) - um 6rgéo federal dos Estados Unidos
analogo a ANVISA brasileira - em 2011, e em 2013 ja haviam os primeiros relatos do uso
dessas moléculas como agentes anticancerigenos (LI et al., 2016).

Desde entdo, diversos estudos clinicos e pré-clinicos tém sido conduzidos com
0 objetivo de avaliar os efeitos desses antagonistas de sinais inibitérios que resultam na
amplificacdo de respostas de células T especificas para antigenos em diversos tipos de
neoplasia. Exemplos de moléculas-alvo para o desenvolvimento desses medicamentos sao
0s receptores inibitérios PD-1 e CTLA-4, o ligante PD-L1, os receptores LAG3 e TIM3, e 0s
ligantes inibitérios B7-H3 e B7-H4 (PARDOLL, 2012; QIN et al., 2019).

Testes pré-clinicos demonstraram uma redugéo do crescimento do tumor e um
aumento da sobrevivéncia associados ao blogueio das vias dos receptores PD-1 e CTLA-4 -
este que é responsavel por uma sinalizacdo negativa nas primeiras fases da ativacdo das
células T nos 6rgdos linfaticos secundarios - demonstrando a eficacia da inibicdo de
checkpoints no tratamento do cancer (LEACH; KRUMMEL; ALLISON, 1996; HIRANO et
al., 2005). A Figura 6 ilustra como a inibigdo dessas duas proteinas atua na restauracdo da

resposta ao tumor.
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Figura 6 — Vias de bloqueio do CTLA-4 e PD-1
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Fonte: SU; FISHER (2016). Adaptado pelo autor (2019). A inibicdo imunoldgica central, que
acontece nos linfonodos, ocorre como resultado da interacdo do CTLA-4 com os ligantes co-
estimulatorios B7 nas APCs, impedindo a sinalizagdo via CD28; o bloqueio de CTLA-4 por
anticorpos anti-CTLA-4 permite a ativacao e proliferacdo de clones de células T, e reduz a
imunossupressdo mediada por células T reguladoras (Treg). A inibicdo imunoldgica
periférica, por sua vez, ocorre nos tecidos periféricos quando um ligante de PD-1 (PD-L1)
presente na célula tumoral interage com o receptor PD-1 presente nas células T; o bloqueio
desta via por anticorpos anti-PD-1 ou anti-PD-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 anti-PD-1, com uma das maiores taxas de 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 pulmdo (BRAHMER et al., 2012; TOPALIAN et al., 2012). Exemplos de farmacos
anti-PD-1 que estdo passando por estudos clinicos aprovados pelo FDA estdo listados no
Apéndice C.

1.1.4 Vias de sinaliza¢éo Notch

O gene Notch codifica para um receptor com um dominio transmembrana,

que é sintetizado como precursor proteico unico, e € ativado por clivagem proteolitica durante
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o0 transporte até a superficie celular, por conseguinte existindo sob a forma de receptor
heterodimérico (LOGEAT et al., 1998; BLAUMUELLER et al., 1997). Em Drosophila,
aonde os efeitos do Notch foram inicialmente identificados, existe apenas uma proteina
Notch e dois ligantes, Delta (D1) e Serrate (Ser). Ja em mamiferos, sdo quatro receptores
(Notch 1-4) e cinco ligantes, chamados de Delta-like-1, -3 e -4 (DLL1, DLL3 e DLL4) e
Jagged 1 e 2 (JAG1 e JAG2), que sdo similares a Ser (RADTKE; RAJ, 2003). Todas essas
proteinas sao polipeptidios transmembranares de passagem simples, apresentando multiplas
repeticdes do tipo fator de crescimento epidérmico (EGF, do inglés “Epidermal Growth
Factor”) na regido extracelular (RAMPAL et al., 2005). Notchl, por exemplo, possui um
dominio extracelular com 36 repeti¢cdes do tipo EGF (PUROW et al., 2005)

A sinalizacdo via Notch inicia-se pela interacdo receptor-ligante entre duas
células vizinhas, o que leva a duas sucessivas clivagens proteoliticas que liberam a porc¢édo
citoplasmatica da proteina (Notch-IC) da membrana, a qual é transportada ao nucleo (Figura
7) (JUNG et al., 2011). A interacdo de Notch-IC com membros da familia de fatores de
transcricdo CSL converte-o em um complexo de ativacdo transcricional que esta envolvido
com a transcricdo dos genes-alvo de Notch (TAKEBE; NGUYEN; YANG, 2014). Alguns
desses sdo responsaveis por codificar: a familia de proteinas HES (do inglés “Hairy Enhancer
of Split”) e relacionadas a HES, como a HEY, e a proteina de repeti¢do de anquirina regulada
por Notch (KAO et al., 1998); p21 (RANGARAJAN et al., 2001); ciclinas D1 e D3
(RONCHINI; CAPOBIANCO, 2001; SICINSKA et al., 2003); c-myc (WENG et al., 2006);
e HER2 (CHEN et al, 1997).

Um processo similar de liberacdo dos dominios intracelulares dos ligantes
Delta-like e Jagged ocorre na célula adjacente para fins de sinalizagdo, embora as vias
envolvidas nestes casos ainda ndo estejam bem caracterizadas (PUROW et al., 2005). A
sinalizacdo por Notch pode influenciar positivamente ou negativamente diversos eventos
celulares, dentre eles: a manutencdo das células tronco; especificacdo do destino celular;
diferenciagéo, proliferagéo e apoptose (ARTAVANIS-TSAKONAS; RAND; LAKE, 1999;
OSBORNE; MIELE, 1999).
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Figura 7 - Representacdo da via candnica de sinalizacdo por Notch
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Fonte: elaborado pelo autor. ADAM - “A Disintegrin And Metaloproteinase”; TACE - Enzima
conversora de TNF-a; HAT - Histona Acetiltransferase; MAML1 - “Mastermind-Zike 1 ”; SKIP - “Ski-
interacting Protein”. Na via canénica de sinalizagdo Notch, a interacdo de células adjacentes pelos
ligantes de Notch (DLL1, DLL3, DLL4, JAG1, JAG2) com os receptores Notch (1-4) promove
clivagens sucessivas no receptor, primeiro pelas enzimas ADAM/TACE, chamada clivagem S2 (1), e
segundo pelo complexo y-secretase, denominada clivagem S3 (2), causando a liberagdo de Notch-IC
(3). Apds ser transportado ao nucleo da célula, Notch-1C interage com reguladores transcricionais (4),
ativando a transcricdo de seus genes-alvo, que regulam diversos eventos relacionados a definicdo do
destino celular. Os inibidores terapéuticos potenciais dos alvos envolvidos na sinalizacdo de Notch

incluem inibidores de y-secretase (GSI) e mAbs que interajam com Notch ou seus ligantes.

Dependendo do contexto celular, a via de sinalizagdo Notch pode ser
potencialmente 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 represséo de Notchl foi associada com a ativagdo aberrante de vias de sinalizagdo
associadas a diversos tipos de cancer, como € o caso das vias Ssh (Sonic-hedgehog) e Wnt.
A sua ativacdo, por outro lado, aumenta a expressao de WAFL, o que causa uma parada no
ciclo celular nas células basais do epitélio, que permite o inicio da diferenciacdo celular
terminal. A atividade de Notch como supressor de tumor também passa por outras rotas
metabdlicas, com o intuito de garantir a diferenciagéo celular (NICOLAS et al., 2003).

Em contraste, o gene Notch pode funcionar como oncogene, onde a expressao
aberrante do dominio citoplasméatico predominantemente ativo nos receptores Notch em
células hematopoiéticas - que ocorre devido a translocagdo cromossomal ou a integragéo viral

- pode causar leucemias de células T em ratos e humanos, uma vez que, quando associado a



outras oncoproteinas, esse receptor defeituoso pode contribuir para sobreposi¢do 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 linfoblastica aguda e linfoma de células
T, nos quais a translocagdo cromossomal t(7;9) produz um Notch1 truncado com grande parte
da subunidade extracelular ausente (ELLISEN et al., 1991).

E importante observar que na maioria dos tumores sélidos humanos, como
cancer de mama, de ovario ou de pulmao, mutacdes em Notch sdo pouco frequentes: as taxas
de mutacdo para Notchl sdo inferiores a 5% e menores ainda para os demais receptores e
ligantes (EGLOFF; GRANDIS, 2012). Nao obstante, a expressao desregulada de receptores
Notch do tipo selvagem e de seus ligantes foi encontrada em um ndmero crescente de tumores
e estd relacionada a piores prognosticos (TAKEBE; NGUYEN; YANG, 2014). OQutras
oncoproteinas podem estar relacionadas a essa desregulacdo. Ras oncogénico pode aumentar
0s niveis e a atividade da subunidade intracelular de Notch1 do tipo selvagem e aumentar a
expressdo de DLL1 e presenilina-1 (WEIJZEN et al., 2002). O fendtipo oncogénico
transformado por Ras € mantido pela sinalizacdo de Notchl ativada, e, para reverter tal
cenario, pode ser necessario co-inibir ambas as vias.

Também ha evidéncias de que a sinalizacdo por Notch estd envolvida na
angiogénese da regido tumoral (NOGUERA-TROISE et al., 2006; RIDGWAY et al., 2006).
Baseado nos mecanismos supracitados, ha um crescente interesse no desenvolvimento de
farmacos que tém como alvo a via Notch (TAKEBE; NGUYEN; YANG, 2014), sejam esses
pequenas moléculas inibitdrias - primariamente os inibidores de y-secretase (GSls, do inglés
“gamma-secretase inhibitors”) - ou anticorpos monoclonais que tenham como alvos 0s

receptores ou ligantes de Notch, como os que estdo listados no Apéndice D.

1.1.5 Delta-like ligand 1

DLL1 é uma proteina transmembranar cujo ectodominio — responsavel pela
interacdo com o receptor Notch - possui 545 residuos de aminoacidos e é caracterizado pela
presenca de oito regides distintas (KERSHAW et al., 2015), como pode ser observado na
Figura 8. A primeira destas, situada na por¢cdo N-terminal, compreende o dominio C2, que é
um dominio de reconhecimento de membrana globular encontrado apenas em eucariotos,
composto por duas folhas-p de quatro fitas organizadas de forma compactada, e conectadas
por alcas de superficie altamente variaveis (ZHANG; ARAVIND, 2010). Os ligantes JAG
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também possuem um dominio C2, com a distin¢do de que, nestas proteinas, hd um sitio de
interacdo a célcio que ndo é encontrado no DLL1 (KERSHAW et al., 2015).

A segunda regido consiste de uma fracdo de sequéncia altamente conservada
¢ bem caracterizada no que ¢ chamado dominio DSL (“Delta-Serrate-Lag”) (KERSHAW et
al., 2015). Os residuos de aminoacidos presentes nesta regido das proteinas JAG
demonstraram ser essenciais para a ligacéo e ativacdo do receptor, e achados sugerem que
esta também é uma secdo chave para o reconhecimento ligante-receptor em DLL1. As
ultimas seis regides consistem em repeti¢cbes de dominios tipo EGF (KERSHAW et al.,
2015).

Figura 8 - Dominios estruturais do DLL1
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Fonte: KERSHAW et al. (2015). A estrutura do ectodominio do DLL1 ¢ subdivida em
um dominio C2, um dominio DSL e seis regides de repeti¢do de dominio tipo EGF que

conectam a regido transmembranar da proteina.

Apesar da ativagcdo de DLL1 e JAGI ocorrer de forma similar a Notch1, onde
ha a liberacdo do dominio citoplasmatico (LAVOIE; SELKOE, 2003), essas proteinas
aparentam participar de vias de sinalizagcdo distintas. Em um estudo de Purow e
colaboradores (2005), demonstrou-se que o bloqueio de DLLI1 ndo apenas inibiu a
proliferacdo celular de glioma, mas também induziu a apoptose das células tumorais,
enquanto a inibi¢do de JAG-1 levou a uma desaceleragdo geral do crescimento do glioma,
mas induziu a apoptose em apenas uma das linhagens celulares de glioma testadas,
demonstrando que DLL1 ¢ um potencial alvo terapéutico para o tratamento do cancer

(PUROW et al., 2005), fazendo uso, por exemplo, do pidilizumabe.

1.1.6 Pidilizumabe
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Pidilizumabe (CT-011; MDV9300) é um anticorpo humanizado do tipo
lgG1lk (ATKINS et al., 2014) que 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 sele¢do do anticorpo néo foi feita com base na
especificidade por dado antigeno, mas 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 por 3-metilcolantreno. Os
resultados apontaram para atividade imunoestimulatéria e citotoxica contra todas as
linhagens de tumor, levando a diminuicdo ou total eliminacdo dos mesmos em ensaios in
vitro (HARDY et al., 1994).

Posteriormente, iniciaram-se ensaios pré-clinicos e clinicos, que, entdo,
sugeriam que tal anticorpo interagia com PD-1. Uma lista de todos estes pode ser encontrada
no Apéndice E. Em um dos primeiro ensaios clinicos fase I conduzidos para avaliar o mAb,
dezessete pacientes com malignidades hematologicas diversas - incluindo quatro com
linfoma ndo-Hodgkin (LNH), um com linfoma de Hodgkin (LH), um com mieloma e trés
com leucemia linfocitica cronica (LLC) — foram tratados (BERGER et al., 2008). Nenhuma
toxicidade limitante de dose foi alcangada no estudo e a sobrevivéncia ao longo dos 21 dias
de avaliagao foi de 76%. A continuagdo do acompanhamento dos pacientes permitiu observar
que um destes, com linfoma folicular de células B, apresentou resposta completa (RC), com
a eliminagao total das massas tumorais observada por tomografia computadorizada apds 10
meses do tratamento. Outros trés pacientes — um com LH e dois com LLC — obtiveram
respostas parciais (RP) e conseguiram estabilizar a doenga (BERGER et al., 2008)

Westin e colaboradores (2014) demonstraram, em um estudo clinico fase Il
que 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 imunoldégico pode ser administrado juntamente a farmacos
especificos as células patoldgicas, como 0 mAb anti-CD20 rituximabe, a fim de melhorar a
resposta. No estudo, dos 66% dos pacientes que obtiveram respostas objetivas ao tratamento,
15 (52%) alcangaram 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 hematologicas avancadas (BERGER et al., 2008; BRYAN; GORDON, 2014;
EYRE; COLLINS, 2015), melanoma metastatico (ATKINS et al., 2014), carcinoma de
células renais (PAL et al., 2014), glioma pontino intrinseco difuso (FRIED et al., 2018), e
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apos transplantes autologos de células-tronco hematopoiéticas realizados em casos de
linfoma difuso de grandes células B (ARMAND et al., 2013) e de mieloma multiplo
(ROSENBLATT et al., 2015), em 2016 os ensaios clinicos com pidilizumabe foram
temporariamente interrompidos.

Durante o processo de aprovacdo do medicamento pelo FDA, verificou-se
que ndo era claro o alvo de interacdo do pidilizumabe. Posteriormente, elucidou-se que,
apesar de seus ensaios clinicos iniciais demonstrarem eficacia e tolerabilidade compativeis
com um perfil tipico de anticorpo anti-PD-1, o seu alvo molecular genuino € a proteina DLL1,
e os estudos clinicos foram, entdo, continuados (STENNER; RENNER, 2018). Nao obstante,
uma pesquisa bibliogréfica aprofundada revelou que ndo existem, até 0 momento, quaisquer
estudos estruturais que revelem o carater da interacdo de tal anticorpo com qualquer um dos

possiveis ligantes, nem que elucidem se tais interacdes de fato ocorrem a nivel molecular.

1.1.7 Abordagem do problema

Apesar da auséncia de dados sobre as interagdes envolvendo o pidiluzumabe,
esse anticorpo tem apresentado boa eficécia e tolerabilidade em diversos estudos clinicos
(EFEBERA et al., 2015; ROSENBLATT et al., 2015). Tal fato se torna relevante dentro de
um contexto mundial que aponta que a terapéutica direcionada vem sendo um grande foco
nos ambitos da pesquisa e desenvolvimento para o mercado farmacéutico. Neste sentido, 0s
anticorpos monoclonais — que fazem parte dos principais grupos de produtos bioldgicos
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2010) — tem ganhado grande foco, sendo a classe
mais vendida dentro deste grupo e movimentando 98 milhdes de ddlares em 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 comprovado pelos registros de testes clinicos
apontados nos Apéndices C e D. Os elevados valores que tém sido associados a essas
inovacgOes estdo intrinsicamente relacionados ao alto investimento requerido para as etapas
de pesquisa e desenvolvimento, que podem chegar ao patamar de 2,6 bilhdes de ddlares
(MULLARD, 2014), colocando em risco a sustentabilidade do acesso ao tratamento
oncoldgico inclusive em paises desenvolvidos (VIDAL; FIGUEIREDO; PEPE, 2018).

No Brasil, os medicamentos biolégicos sdo responsaveis por um percentual

elevado das compras do Ministério da Saude devido ndo apenas a adogéo crescente desses
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produtos como opgao terapéutica de primeira linha, mas também ao alto valor agregado dessa
classe de medicamentos. Enquanto em 2010 os gastos com imunobiolégicos foram de
aproximadamente 1,7 bilhdo de reais, em 2016 tal valor superou 2,8 bilhdes de reais,
representando um crescimento de 64,7% em seis anos, fato fortemente relacionado a
dependéncia da importacdo de biofarmacéuticos (MOTA; CASSIOLATO; GADELHA,
2014; VIEIRA, 2018).

Dos mAbs utilizados na terapia do cancer, quase 60% sdo registrados por
apenas por duas empresas estrangeiras (VIDAL; FIGUEIREDO; PEPE, 2018), em uma
hegemonia que contribui para a pratica de altos precos. Em contrapartida, com a intencéo de
atenuar essa grande disparidade, o governo federal tem promovido diversas agdes para
incentivar o mercado nacional, dentre estas a promulgacdo do decreto n® 7.713 de 3 de abril
de 2012 (PRESIDENCIA DA REPUBLICA, 2012), que estabelece margem de preferéncia
de 25% nas compras do Ministério da Salde para biomedicamentos fabricados no pais,
favorecendo a industria local nos processos de licitagdio (MOTA; CASSIOLATO;
GADELHA, 2014).

Ainda assim, estima-se que, no Brasil, o custo por regime de uso de um mAb
antineoplésico seja 180% superior ao custo médio relativo com a utilizacéo da quimioterapia
endovenosa isoladamente, podendo chegar a um total de 907 mil reais (HYEDA; COSTA,
2015). Tudo isso evidencia a importancia da producéo e desenvolvimento de biofarmacos e
biossimilares nacionais, para o fortalecimento da industria interna, barateamento e maior
acessibilidade dos produtos (SALERNO; MATSUMOTO; FERRAZ, 2018). A producéo de
um biossuperior, através da otimizacdo de um anticorpo com promissores resultados clinicos,
é, portanto, associada a um grande apelo econémico.

Tal otimizacdo pode ser alcancada pelo uso de técnicas engenharia de
proteinas, a fim de aperfeicoar caracteristicas biofisica e bioquimicas de anticorpos
(ARSLAN; KARADAG; KALYONCU, 2019). Metodologias in vitro e in vivo baseadas em
evolucéo dirigida requerem a amostragem de inumeros anticorpos ineficazes a caminho 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 melhoradas - como
afinidade e especificidade de ligacdo, estabilidade, solubilidade e agregabilidade - para
investigacdo experimental (SORMANNI et al, 2017).

A predicdo da estrutura tridimensional (3D) de proteinas, por exemplo, possui

aplicacdes praticas de grande impacto nos setores farmacéutico e biotecnoldgico, uma vez



que a funcdo de uma proteina esta intimamente ligada a sua estrutura (VERLI, 2014). Nas
imunoglobulinas conhecidas, as regides situadas entre as CDRs, conhecidas como regides
framework, sdo altamente conservadas tanto em relacdo a sequéncia quanto em relacdo ao
enovelamento da cadeia principal (TRAMONTANO, 2006). Isso permite que essas
moléculas sejam preditas com acuracia usando métodos empiricos, como a modelagem por
homologia, também conhecida por modelagem comparativa (SALI; BLUNDELL, 1993), que
se baseia no fato de que pequenas alteracdes na sequéncia das proteinas geralmente resultam
em pequenas alteraces em sua estrutura 3D (CHOTHIA; LESK, 1986). Por isso, € possivel
utilizar estruturas de proteinas determinadas experimentalmente como referéncias para
predizer a estrutura de outros polipeptidios com sequéncia de aminoacidos similar.

N&o obstante, tendo em vista a compreensao de grande parte dos processos
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 estrutural a niveis
atdbmicos, idealmente obtido por cristalografia de raios X. No entanto, a observacao
experimental dos mesmos pode apresentar diversos desafios devido as limitagbes dos
métodos e a fatores como a flexibilidade das proteinas, tamanho e a forca das interacfes
(KOZAKOQOV et al, 2017; VAN ZUNDERT et al, 2016). A técnica de docking
computacional proteina-proteina tem como objetivo prever os modos de ligacdo de um
complexo a partir das estruturas iniciais de seus componentes (RODRIGUES; BONVIN,
2014), que podem ter sido determinadas experimentalmente ou mesmo preditas por
modelagem molecular (RODRIGUES et al., 2013), dessa forma auxiliando no estudo das
interacOes e identificando sitios ativos nos polipeptidios (MUKESH; RAKESH, 2011).

A compreensdo do comportamento dindmico das biomoléculas é outra etapa
gue merece destaque, uma vez que tais movimentacdes, que podem variar desde pequenas
flutuacBes ao redor de um estado de equilibrio até alteraces conformacionais de grandes
proporcdes desencadeadas por uma interacdo, estdo intimamente ligadas as suas fungdes
(CHILDERS; DAGGET, 2017). Para este fim, simulagdes de dinamica molecular (DM) —
definida pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés
“International Union of Pure and Applied Chemistry”) como a computagdo do movimento
dos atomos individualizados ou em uma molécula, ou de moléculas em so6lidos, liquidos ou
gases, seguindo as leis de movimento de Newton — tém sido utilizadas (VERLI, 2014;

SANT’ANNA, 2002).
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As aproximacOes baseadas na mecénica cléssica partem de modelos
preparados através de dados cristalograficos ou modelados computacionalmente. As forgas
que agem sobre o sistema sdo estimadas através de calculos matematicos que levam em
consideracdo as interacOes entre atomos ligados e ndo-ligados (CORNELL et al., 1995). As
ligacBes quimicas e os &ngulos entre os atomos sdo modelados utilizando molas virtuais
simples, as forgas ndo-ligadas derivadas das interagbes de van der Waals sdo obtidas
utilizando o potencial de Lennard-Jones (LENNARD-JONES, 1924), e as interacdes
eletrostaticas sdo modeladas usando a lei de Coulomb (DURRANT; MCCAMMON, 2011).

O conjunto de todos esses termos de energia parametrizados de forma a tentar
reproduzir o comportamento real dos movimentos s&o chamados de campos de for¢a. A DM
possui diversas aplicacBes sobre o desenho de farmacos e pode ser utilizada para ranquear e
avaliar modelos, obter informacdes gerais sobre a dindmica da proteina e explicar a relacéo
entre essa dindmica e 0os mecanismos moleculares por trds da estabilizagdo do polipeptidio
(CHILDERS; DAGGET, 2017).

Outro grande desafio no refinamento de propriedades de interesse em
imunoglobulinas através de ferramentas de engenharia de anticorpos consiste na
identificacdo de alteracfes nos residuos de aminoécidos presentes nos sitios de interacéo
proteina-proteina (IPP) favoraveis a formacdo do complexo. 1sso se deve as grandes areas de
superficie envolvidas, a flexibilidade conformacional e as interag6es dinamicas dos solventes
e proteinas da regido (SCHYMKOWITZ et al., 2005; MORIN; MEILER; MIZOUE, 2011).

Para propor tais alteracdes, € indispensavel a identificacdo prévia de hot-spots,
definidos como aqueles residuos da interface de interacdo que possuem uma contribuicdo
energética maior para formacao do complexo do que os demais, €, por isso, sdo considerados
essenciais ao seu estabelecimento (BOGAN; THORN, 1998). Esse seleto conjunto compde
aproximadamente 9,5% dos residuos da interface, e a mutacdo de um desses aminoacidos
pode impactar significativamente a formacdo do complexo, seja, dentre outros fatores, pela
reducdo da area hidrofébica, ou mesmo pela perda de interacdes eletrostaticas (CLACKSON;
WELLS, 1995). Por outro lado, a conservagdo estrutural e funcional desses residuos
(KESKIN; MA; NUSSINOV, 2005) pode ajudar a melhor compreender os mecanismos que
cercam o reconhecimento molecular e fornecer informac6es essenciais ao desenho 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;
SCHREIBER, 2001) e o “shotgun scanning” (VAJDOS et al., 2002), ainda é desafiador
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realizar, através de metodologias in vitro, a identificacdo de hot-spots em analises de alta
eficiéncia sobre interfaces de IPPs. Nesse contexto, as analises tedricas e computacionais
ganham grande importancia (POTAPOV; COHEN; SCHREIBER, 2009). Exemplos de
métodos in silico sdo aqueles baseados em energia, que podem fazer uso de simulacdes de
DM para célculos a niveis atbmicos (MORROW; ZHANG, 2012), ou mesmo do Alanine
Scanning computacional, no qual uma funcdo numérica de energia é usada para avaliar as
mudancas na energia de ligacdo entre a proteina original e a mutada por alanina em seus
estados monoméricos e em complexo (TUNCBAG; GURSQY; KESKIN, 2009); métodos
baseados em estrutura, que se utilizam do reconhecimento de ligagfes de hidrogénio, de
interacOes hidrofdbicas e de van der Waals (GAO; WANG; LAI, 2004); baseados no docking
molecular de pequenas moléculas organicas (BRENKE et al., 2009); baseados em
aprendizado de maquina (MORROW; ZHANG, 2012); ou mesmo técnicas que combinam
mais de um dos métodos supracitados (GUHAROY; CHAKRABART]I, 2009).



2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

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

seus alvos moleculares.

2.2 Objetivos especificos

e Modelar computacionalmente fragmentos de anticorpos scFv a partir da sequéncia do
farmaco pidilizumabe;

e Validar um método para o docking molecular de anticorpos monoclonais;

e Testar a associagdo dos scFvs modelados a partir do pidilizumabe aos seus possiveis
ligantes proteicos, as proteinas DLL1 e PD-1,

e Identificar e caracterizar os residuos hot-spots da interacao;

e Propor mutagOes na sequéncia dos scFvs, de forma a gerar uma sequéncia otimizada
para o fragmento de anticorpo;

e Verificar a estabilidade do scFv otimizado em complexo & DLL1.
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3 METODOLOGIA

A Figura 9 sintetiza, de forma cronoldgica e simplificada, as metodologias
computacionais utilizadas ao decorrer deste trabalho. O detalhnamento de todas as etapas,
desde a modelagem dos scFvs até a obtencdo de sequéncias otimizadas para 0s mesmos,

consta nos tdpicos posteriores.

Figura 9 — Siumula da metodologia computacional aplicada.
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Fonte: elaborado pelo autor. O diagrama sumariza a metodologia empregada na determinacdo da estrutura
trimensional dos scFvs, obtencdo dos complexos anticorpo-antigeno, validagdo dos complexos, determinacgao

de hot-spots e proposicdo de mutacdes.

3.1  Modelagem computacional dos scFvs

Inicialmente, a sequéncia do anticorpo — obtida através da base de dados
Thomson Reuters Integrity pelo nimero de acesso 395401 - foi comparada, através do
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI (National Center for Biotechnology



Information), com estruturas primarias de proteinas cujas estruturas tridimensionais ja foram
elucidadas e depositadas no RCSB Protein Data Bank (PDB) (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 Vx quanto para Vi, cuja a sequéncia de aminoacidos apresentou maior 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 modelar (VERLI, 2014).

Além da identidade, também foram levados em consideracdo na escolha dos
moldes a funcdo bioldgica das proteinas encontradas, a resolucdo da estrutura cristalogréfica,
os valores de cobertura e o valor e, que representa o nimero distinto de alinhamentos, com
uma pontuacdo igual ou melhor, que séo esperados de ocorrerem na busca por sequéncias
similares simplesmente por razdes aleatorias (VERLI, 2014). Optou-se pela utilizacdo do
programa Clustal Omega (SIEVERS; HIGGINS, 2014) para realizar o alinhamento das
sequéncias de V1 e VL com as sequéncias moldes obtidas através busca com o BLAST, uma
vez que os arquivos de saida gerados por esse podem ser estruturados em diversos formatos,
facilitando a sua utilizacdo no software de modelagem.

O programa Modeller versao 9.23 (WEBB; SALI, 2016) foi utilizado para
producdo de modelos de homologia pela satisfacdo de restricGes espaciais. Tais restri¢coes
podem ser obtidas, por exemplo, a partir dos comprimentos de ligagédo e valores de angulos
diedros das estruturas-molde. Tendo como base o alinhamento das sequéncia que deve ser
modelada com as dos moldes, e de posse das coordenadas atdbmicas destes, o algoritmo de
modelagem combina as restricdes espaciais e 0s termos de energia em uma funcgéo objetiva,
que perpassa métodos de otimizagdo visando a minimizacdo das violagbes das restricdes
espaciais (SALI; BLUNDELL, 1993).

Foram produzidos 250 modelos para cada cadeia. A funcdo objetiva do
Modeller (MOF, do inglés “Modeller Objective Function”), o escore DOPE (Discrete
Optimized Protein Energy) - um potencial estatistico otimizado para avaliacdo dos modelos
(SHEN; SALLI, 2006) - e 0 GA341 - que usa uma porcentagem da identidade entre 0 molde e
a sequéncia que se deseja modelar como parametro (JOHN; SALI, 2003) - foram utilizados
como parédmetros para selecdo das estruturas mais adequadas.

Os arquivos de texto para 0os modelos de Vy e Vi escolhidos foram unidos
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em um dnico, e a ferramenta loopmodel do Modeller (FISER et al., 2000) foi utilizada na
adicdo dos peptideos ligantes, constituidos de residuos de serina e glicina, entre as cadeias, a
fim de completar a estrutura do fragmento de anticorpo (PIERCE, 2016). Foram selecionados
peptideos ligantes de trés tamanhos distintos: um com dez residuos de aminoacidos, com
sequéncia (GGGGS)2; um segundo com doze residuos, com sequéncia [GS(GGGGS)2]; e um
ultimo com quinze, constituido por (GGGGS)s. Para cada, o Modeller gerou um total de 200
modelos, dos quais 0os melhores foram escolhidos através da avaliagdo dos parametros
supracitados. Os scFvs selecionado com peptideos ligantes de dez, doze e quinze residuos de
aminoacidos foram nomeados P10, P12 e P15, de forma a facilitar sua identificacdo. As suas
respectivas CDRs foram identificadas com base na sequéncia através da numeracao de Kabat
(KABAT etal., 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 usuério através de sucessivas rodadas de
refinamento iterativo rapido com 3Drefine (BHATTACHARYA et al., 2016) e simulacGes
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 (MAGHRABI;
MCGUFFIN, 2017).

Apos a construcdo dos modelos, foi necessario identificar possiveis erros
relacionados aos métodos empregados, a escolha das referéncias e ao alinhamento com a
sequéncia-molde (VERLI, 2014). Os servidores Procheck (LASKOWSKI et al., 1993;
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 presenca de outliers, identificados
através da analise do gréafico de Ramachandran. O programa Verify3D (EISENBERG;
LUTHY; BOWIE, 1997) foi utilizado para determinar a compatibilidade dos modelos com
suas respectivas sequéncias de aminoacidos e o servidor ProSA-web (WIEDERSTEIN;

SIPPL, 2007) para avaliar a qualidade geral dos modelos.
3.2  Obtencédo da estrutura tridimensional de DLL1 e PD-1
No Protein Data Bank, sdo encontradas estruturas cristalograficas para as

regides extracelulares tanto do PD-1, quanto do DLL1, como observado, respectivamente,

nos Apéndices A e B. A priori, optou-se por utilizar a primeira conformagéo da estrutura
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2M2D para PD-1, resolvida utilizando ressonancia magnética nuclear (RMN) (CHENG et
al., 2013). Para DLL1, o cristal 4XBM, elucidado pela metodologia de cristalografia e
difracdo por raios X (KERSHAW et al., 2015), foi selecionado. Com o intuito de reduzir os
custos computacionais e tendo em vista que tais regifes sdo consideradas desordenadas,
compostas principalmente por estruturas de alca que poderiam gerar artefatos durante as
simulacdes in silico, foram retirados os dominios EGF do cristal do DLL1, mantendo-se a

regido C2 e o dominio DSL de ligacdo a Notchl para os estudos de interacéo.

3.3  Docking computacional anticorpo-antigeno

3.3.1 Validacao da metodologia de docking

A validagdo do metodo de docking foi feita utilizando as estruturas
cristalogréficas depositadas no PDB do PD-1 nos seguintes complexos proteicos: com PD-
L1 e com o Fvdo mAb pembrolizumabe. Tais estruturas estdo listadas na Tabela 1; 0 mesmo
ndo pbde ser feito para o receptor DLL1, pois ndo existem, no momento, estruturas

cristalograficas do mesmo em complexo com qualquer ligante.

Tabela 1 - Estruturas cristalogréaficas de complexos com o receptor PD-1 utilizadas

na validacdo do método de docking

Ligante PDB ID Resolucao (A) Referéncia
PD-L1 470K 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 foram separados em seus componentes monoméricos com o
auxilio do programa PyMOL (DELANO; BROMBERG, 2004). Dois programas de docking
distintos avaliados pelo CAPRI (do inglés, “Critical Assessment of PRedicted Interactions”)
(JANIN, 2005) foram utilizados. O primeiro é o servidor de docking automatizado ClusPro
(KOSAKOQV et al., 2013), que atua realizando as trés etapas subsequentes: realiza o docking
de corpos rigidos amostrando de bilhdes de modos de ligagdo; agrupa as mil estruturas de

menor energia obtidas com base na raiz do desvio quadratico medio (RMSD, do inglés Root
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Mean Square Deviation), formando clusters que representam os modelos mais provaveis para
0s complexos; e minimiza as estruturas selecionadas como etapa de refinamento
(KOSAKOV etal., 2017; VAIDA et al., 2017). Neste servidor, foram fornecidas as estruturas
tridimensionais e realizado o docking sob as configuracdes padrdes. Os resultados foram
tratados pelo modelo de pontuacéo ponderada e avaliados com base no tamanho dos clusters.

O segundo programa testado foi o HADDOCK (High Ambiguity Driven
Biomolecular Docking) versdo 2.2 (VAN ZUNDERT et al., 2016), que também atua em trés
fases: na primeira, é feita a randomizacéo de orientacdes e minimizacéo de energia de corpos
rigidos; depois, realiza-se o recozimento simulado (SA, do inglés “simulated annealing”)
semi-flexivel, que se inicia através de uma busca de corpos rigidos a altas temperaturas e,
entdo, adiciona gradualmente graus de flexibilidade na interface de interacdo durante o SA;
e, finalmente, efetua-se 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 definidos como 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 proteinas (DOMINGUEZ; BOELENS; BONVIN, 2003; ABBAS;
LICHTMAN; PILLALI, 2015). Os residuos ativos foram identificados utilizando o servidor
PredictProtein (YACHDAV et al., 2014). Ja 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 estdo a um raio de 6,5 A dos residuos
ativos e tém alta acessibilidade ao solvente (DE VRIES; VAN DIJK; BONVIN, 2010).

A metodologia do PredictProtein baseia-se na analise de sequéncias para
predizer caracteristicas estruturais e funcionais de proteinas (YACHDAYV et al., 2014).
Atraveés do algoritimo ISIS, que utiliza uma rede neural treinada em anotagdes de residuos
de amino&cidos em complexos proteina-proteina existentes, o servidor combina a predi¢do
de caracteristicas estruturais e evolutivas para determinar os residuos que estdo presentes na
interface da interacdo (OFRAN; ROST, 2007).

Ao final do docking, todas as estruturas séo agrupadas de acordo com o RMSD
em relacdo ao esqueleto polipeptidico na interface. Os grupos foram analisados e
classificados de acordo com a pontuagdo do HADDOCK, que representa a soma ponderada

das energias de van der Waals, eletrostaticas, de solvatacao e de violagdo de restricdo junto



com uma meédia da area superficial ndo-exposta (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 area de
superficie, conservacdo, hidrofobicidade, agrupamento espacial e contatos curtos para
calcular a pontuagdo (MALHOTRA; SOWDHAMINI, 2015). Tal programa foi escolhido
por ser capaz de descriminar com sucesso as melhores estruturas de diferente complexos
proteicos obtidos através de docking, inclusive em alvos do CAPRI (MALHOTRA;
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 da utilizacdo de trés parametros de avaliacdo de modelos
do CAPRI - fragdo de contatos nativos (Fnat), RMS da interface (iIRMS) e RMS do ligante
(LRMS) - ele é capaz de segregar as estruturas fornecidas nas quatro diferentes classes de
qualidade do CAPRI: modelos em que a pontuacédo gerada pelo DockQ seja menor que 0,23
sdo considerados incorretos; aqueles que estdo entre 0,23 e 0,49 tém qualidade aceitavel; os
que estdo entre 0,49 e 0,80 possuem média qualidade; e os que estiverem acima de 0,80 tém
alta qualidade.

Exemplares de todas classificacbes de qualidades consideradas foram
submetidos a simulag6es de DM com aquecimento (RADOM; PLUCKTHUN; PACI, 2018).
A validacdo dessa metodologia foi feita a fim de comprovar sua capacidade na eliminagéao
de falsos positivos, isto &, estruturas que apesar de obterem altas pontuag@es nos algoritmos
de docking e ranqueamento, estdo estruturalmente distantes da conformacdo nativa e que,
portanto, ranquearam mal no DockQ. Ela se baseia no principio de que modelos errados
gerados pelos métodos supracitados de docking constituem estruturas instaveis ou
metaestaveis, e que modos de ligacdo corretos sdo estaveis a temperaturas razoavelmente
elevadas (RADOM; PLUCKTHUN; PACI, 2018).

Os complexos obtidos e as estruturas cristalograficas originais foram
submetidos a simulagfes utilizando o pacote de programas GROMACS (BERENDSEN;
VAN DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995) versdo 2019.3 e o campo de forca CHARMM36
all-atom. As proteinas tiveram seus estados de protonacao previamente corrigidos para o pH
neutro, tendo como base as informacges fornecidas pela ferramenta PROPKA do servidor
PDB2PQR (DOLINSKI et al., 2004). Tais moléculas foram centralizadas em uma caixa
clbica a 15 A da borda, que foi posteriormente preenchida com moléculas de agua TIP3P
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(JORGENSEN et al., 1983).

Moléculas de solvente foram substituidas por ions Na* e CI" a uma
concentracdo de 0,154 M, a fim de tornar os sistemas mais proximos as condigdes
fisioldgicas. Subsequentemente, realizou-se uma etapa de minimizacdo de energia de até
10.000 passos pelo método do méximo declive, com o limite de tolerancia para for¢ca maxima
de 250 kJ/mol.nm. Os raios de corte de Coulomb, de Lennard-Jones e distancia de corte para
a lista de vizinhos de curto alcance foram padronizados a 1,2 nm, e 0 método Particle Mesh
Ewald (PME) foi utilizado no tratamento das forcas eletrostaticas (DARDEN; YORK;
PEDERSEN, 1993). As ligacGes envolvendo atomos de hidrogénio foram mantidas por
constri¢des utilizando o algoritmo LINCS (HESS et al., 1997).

Os sistemas minimizados foram submetidos a equilibracdo em trés etapas. A
primeira, utilizada para adaptar o sistema a temperatura de simulacao, foi feita em ensemble
candnico (isotérmico-isocérico), ou NVT, que modela um sistema fisico em contato com um
reservatorio térmico de temperatura fixa, supondo que o nimero de particulas e volume sejam
mantidos constantes. J& as etapas dois e trés utilizaram o ensemble NPT (isotérmico-
isobarico), visando a manutencdo de uma pressdo atmosférica constante — como ocorre em
condigdes experimentais ou in vivo — sem variar o0 numero de particulas e a temperatura.

Passos de 2 fs foram utilizados em todos os estagios. N&o obstante, enquanto
as duas primeiras etapas foram conduzidas em 50.000 passos de simulagdo com restri¢do das
posicdes, totalizando 100 ps para cada, a ultima empregou 500.000 passos, em um total de 1
ns de simulacdo livre de restri¢cbes. A equilibracdo NVT utilizou o termostato de Nose-
Hoover (EVANS; HOLIAN, 1985) com um banho térmico externo que manteve a
temperatura dos sistemas constantes a 310 K. Ja na fase isotérmica-isobéarica, os sistemas
foram acoplados ao barostato isotropico de Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN,
1980) de forma a serem mantidos a pressao constante de 1 bar.

A dindmica de producéo utilizou o termostato e o barostato supracitados e teve
duracédo 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 a 360 K por esse mesmo intervalo; os tltimos 15
ns de simulacdo foram conduzidos a 390 K (Figura 10). Os arquivos de trajetdrias obtidos ao
final foram tratados pelo programa gmx rms, do pacote GROMACS, com o intuito de obter
os valores de RMSD das estruturas ao longo da simulacdo, tendo como referéncia as
coordenadas atdbmicas das proteinas previamente a minimizacdo. Também foi feita a analise
do RMSD considerando apenas os residuos da interface (iRMS), de forma a ratificar a

manutencdo da estabilidade da interacdo proteina-proteina, ou verificar a dissociacdo do



complexo em suas subunidades. O valor de corte estabelecido para 0 RMSD para o descarte
das estruturas foi de 0,5 nm. Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do programa
GraphPad Prism (SWIFT, 1997).

Figura 10 — Rampa de temperatura da DM com aquecimento
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Fonte: elaborado pelo autor. A dindmica de producdo para validacdo do docking inicia
com o sistema equilibrado & 310 K, mantendo-se a 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 estruturas metaestaveis daquelas proximas a nativa, que devem se manter

estaveis mesmo em temperaturas mais elevadas.

3.3.2 Docking dos scFvs a PD-1e DLL1

Tendo em vista os resultados obtidos durante o passo 3.3.1, optou-se por
realizar o docking utilizando a metodologia validada para 0 HADDOCK com as estruturas
obtidas nos passos 3.1 e 3.2, realizando a sele¢do dos residuos ativos pelo PredictProtein e a
eliminacdo de falsos positivos através de simula¢Ges de DM com aquecimento, que utilizou
os parametros definidos acima.

N&o obstante, com o intuito de reduzir o enviesamento causado pela utilizagdo
de um servidor de docking dirigido sem a utilizacdo de dados experimentais que confirmem
a acuracia na selecédo dos residuos que participam da interacdo, foram feitos novos dockings
no ClusPro. Para PD-1, além da estrutura obtida a partir de 2M2D, também fora utilizados
os cristais 5SWT9, 5GGS, 5B8C, 4ZQK e 2M2D (Apéndice A). 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, e o docking foi conduzido sob configuracdes padrdes utilizando
0s trés scFvs.

As estruturas de menor energia para 0s quatro modelos de pontuacéo gerados
pelo ClusPro - balanceado, favorecendo interacdes eletrostaticas, favorecendo interacGes
hidrofébicas e favorecendo forcas de van der Waals (KOSAKOV et al., 2017) - foram
obtidas, totalizando 15 complexos gerados para cada scFv que seguiram para DM com
aquecimento. O mesmo processo foi realizado para o receptor DLL1, utilizando sua Unica
estrutura cristalografica disponivel (Apéndice B). As trajetorias das simulacbes foram
tratadas e avaliadas pelo RMSD. O plugin APBS vinculado ao programa PyMOL foi
utilizado para avaliar a complementaridade eletrostatica da interface dos complexos

produzidos pelas metodologias de docking supracitadas.

3.4 Simulagdes de dindmica molecular dos complexos validados

3.4.1 Dinamica de producado

Os complexos validados obtidos foram submetidos a simulagfes de DM
seguindo o passo a passo ilustrado na Figura 11. Todas as etapas relacionadas a elaboracéo,
minimizacdo e equilibracdo dos sistemas foram feitas como previamente descrito no topico
3.3.1. Ja a dindmica de producdo foi realizada em triplicatas 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 simulacGes de controle dos antigenos em sua forma apo,
sem os scFvs mas com todos os demais pardmetros idénticos as DM com os complexos. Os
arquivos de trajetdria gerados — que descrevem o movimento de todos os atomos dos sistemas
ao longo do tempo da simulacdo — foram utilizados para analise do RMSD das estruturas
durante a DM, do deslocamento individual de cada residuo descrito pela raiz da flutuacdo
quadratica média (RMSF, do inglés “Root Mean Square Fluctuation”), da formagdo de
pontes salinas, do nimero de ligacGes hidrogénio, dentre outros parametros. Todos 0s

gréaficos foram construidos utilizando o programa GraphPad Prism.
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Figura 11 - Esquema simplificado para uma simulacdo 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 etapa; caixas verdes foram utilizadas para 0s
programas envolvidos na preparacéo do sistema e caixas roxas para 0s programas envolvidos nas
etapas de minimizacéo, equilibracdo e producdo. Um procedimento basico de DM inicia-se com a
criacdo da topologia para o sistema de trabalho, seguido da criacdo de uma caixa com condicGes
periddicas de contorno, solvatacdo do sistema e adi¢do de ions. Subsequentemente, sdo realizadas
etapas de minimizacdo e equilibracdo em ensembles NVT e NPT, para apenas entdo ser realizada a
dindmica de producdo, da qual séo extraidos 0s arquivos de trajetéria que serdo utilizados nas etapas

posteriores de analises.

3.4.2 Analise do RMSD

A anélise 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 referéncia - neste caso, 0s
sistemas previamente a qualquer etapa de minimizagéo ou equilibracdo - foram calculados
através da ferramenta gmx rms pelo ajuste do quadrado minimo da estrutura indicada com
relacdo a referéncia em cada passo da integracdo (PAULA, 2019), de acordo com a Equacao
1.

RMSD (t1,t2) = [=3N,  mylr(ty) — ri(&)[?] /2 1)

Onde M éigual a XY, m;, r;(t)é a posicdo do 4tomo i no tempo t, e t, =

t; — T noqual 7 éotempo anterior.
3.4.3 Analise do RMSF

Para calcular a flutuacdo média dos residuos dos scFvs e dos antigenos durante
a simulacdo, o RMSF para os &tomos Ca das proteinas foi avaliado em func¢do do nimero de
residuos utilizando o programa gmx rmsf do pacote GROMACS, que realiza tal célculo de
acordo com a Equacdo 2 (KHAN et al., 2016).

. 1
RMSFi =[-%F -, In(t)—n"| 2] 172 )

Onde RMSFi é uma medida do desvio entre a posi¢do da particula i com a
posicdo de referéncia, T é o tempo e riref é a posicdo de referéncia da particula i. Essa anélise

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

3.4.4 Analise do Raio de Giro

O raio de giro (Rg) de uma proteina € uma medida do seu estado de
compactacdo (LOBANOV; BOGATYREVA; GALZITSKAIA, 2008). Proteinas enoveladas
em configuracOes estaveis devem sustentar valores de Rg sem muitas variagdes por todos o0s
trés eixos cartesianos. A ferramenta gmx gyrate do pacote GROMACS foi utilizada no

calculo do Rg total e do Rg nos eixos X, y e z dos scFvs em funcao do tempo.



3.4.5 Analise das ligacoes de hidrogénio

Ligacdes de hidrogénio sao definidas, através de parametros da IUPAC, como
interacdes inter ou intramoleculares de carater atrativo envolvendo um atomo de hidrogénio
de uma molécula ou fragmento X-H, no qual X é mais eletronegativo que H (ARUNAN et
al., 2011). A anélise das liga¢des de hidrogénio totais e das ligagdes de hidrogénio restritas a
interface foi feita um utilizando o programa gmx hbond do pacote GROMACS utilizando os
critérios geométricos padréo: a distancia entre o doador e o aceptor de hidrogénios deve ser

inferior a 0,35 nm e o angulo entre eles deve ser menor que 30° (BERGLUND et al., 2016).

3.4.6 Analise da formacao de pontes salinas

Ponte salina é um termo que define uma ligacdo ndo-covalente dependente de
pH entre residuos com cargas opostas que estejam a uma distdncia méxima de 0,4 nm
(BARLOW; THORNTON, 1983; BOSSHARD; MARTI; JELESARQV, 2004). A analise da
formacéo ou extingdo de pontes salinas entre o scFv e 0 antigeno em cada complexo a longo
da simulacéo foi feita utilizando o arquivo de trajetdria de cada simulagdo no plugin Salt
Bridges versdo 1.1, presente no software VMD versdao 1.9.3 (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996).

3.4.7 Analise da area superficial acessivel ao solvente

A area superficial acessivel ao solvente (SASA, do inglés “Solvent Accessible
Surface Area”) ¢ definida como a area da superficie de uma proteina que interage com suas
moléculas de solvente (MAZOLA et al., 2015). O aumento desse valor ao longo da simulagéo
pode ser representativo da desnaturagdo do polipeptidio (KHAN et al., 2016) ou de alteracGes
conformacionais que levem a exposicéo de residuos internos causados por alguma interacéo
(NAZ et al., 2018). Os céalculos da SASA nos complexos e para os ligantes sem o scFv foram

realizados utilizando o médulo gmx sasa do GROMACS, com uma sonda de raio de 1.4 A.

3.48 MM/PBSA

MM/PBSA (do inglés “Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface

Area”) ¢ um método eficiente utilizado para estimar a energia livre de ligagdo em complexos
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proteina-ligante, em que este Ultimo pode representar tanto um ligante proteico quanto uma
molécula ndo-peptidica, ao longo de uma simulacdo de DM (WANG et al., 2018;
KOLLMAN et al., 2000). O célculo de energia livre de ligacdo (4Gp;nq) € feito, de forma
simplificada, através da Equacdo 3 (PAISSONI et al., 2014).

AGbind = Gcomplexo - (Gproteina + Gligante) (3)

Os termos de energia livre (Gcompiexos Gprotemas Giigante) S30 calculados a

partir de uma média dos quadros considerados da trajetéria, seguindo a Equacéo 4.

@) = (EMM) + (Gsor) — T(Sum) (4)

Emwm inclui trés termos calculados utilizando mecénica molecular (MM): Eint
que indica energias de ligacdo, angulo e angulo de tor¢cdo; Ecou € ELy denotam as energias
eletrostatica intramolecular e Lennard-Jones, respectivamente. O termo de solvatacdo Gsolv,
por sua vez, é subdividido em suas contribuicdes polares e ndo polares, que sdo calculadas
com o auxilio da ferramenta APBS (do inglés “Adaptive Poisson-Boltzmann Solver”)
(JURRUS et al., 2018).

O software GMXPBSA versdo 2.1 (PAISSONI et al., 2015) foi utilizado para
calcular a energia livre de ligacdo nos complexos submetidos a DM, bem como para elucidar
quais os termos de energia que mais contribuem para o estabelecimento das interacdes. Os
calculos foram performados a cada 2,5 ns, totalizando 100 quadros espagados
equidistantemente do arquivo de trajetdria e respeitando o limite minimo necessario para que
os calculos 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 quadros que apresentaram menor energia livre de cada replicata

foram extraidos para uma posterior analise de mutacdes.

35 Identificacdo dos hot-spots da interagdo anticorpo-antigeno

3.5.1 Alanine scanning computacional



Um outro recurso presente no programa GMXPBSA utilizado é o Alanine
scanning mutagenesis (ASM), que permite verificar a contribuicdo energética individual de
cada residuo de aminoacido para o estabelecimento da interacdo ao longo da simulacéo. Foi
realizada a mutacéo automatizada por alanina de residuos de interesse na interface, e aqueles
cuja mutag¢do levou a uma variagdo de energia livre de ligagao (AAGying) de N0 minimo 1
kcal/mol foram considerados hot-spots (MORROW,; ZHANG, 2012). Os resultados foram
comparados com aqueles fornecidos pelos demais servidores descritos neste topico.

Além do ASM computacional executado pelo GMXPBSA, os complexos
foram submetidos a dois servidores que realizam a predicdo de hot-spots pelo célculo do
AAGyping em um complexo proteina-proteina a partir da mutagdo de um aminoécido para
alanina, que leva a delecdo da sua cadeia lateral para além do atomo de Cg.

O primeiro é Robetta (KIM; CHIVIAN; BAKER, 2004), uma implementacao
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 de uma funcdo simples de energia livre para calcular as alteraces
na energia de ligacdo mediante a substituicdes Unicas de cada residuo por alanina, com a
reordenacéo de elementos estruturais em até 5 A da mutagio, mantendo o resto da proteina
inalterada. Como entrada, foram fornecidas as coordenadas atdmicas dos complexos. Um
residuo € considerado hot-spot pelo programa quando a AAGying € de, no minimo, 1 kcal/mol
(MORROW; ZHANG, 2012).

Ja o DrugScore™' (KRUGER; GOHLKE, 2010) realiza, inicialmente, uma
etapa de preparo dos dados, que consiste na remogdo de hidrogénios e de moléculas néo-
peptidicas, além da detecc¢do 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, é computada
a AAGing pela subtra¢ao da AG do complexo mutado pela AG do complexo nativo, e valores

maiores ou iguais a 1 kcal/mol sdo indicativos de hot-spots.

3.5.2 KFC2 webserver

KFC2 ¢é um servidor que combina duas metodologias para predicdo
computacional de hot-spots (DARNELL; PAGE; MITCHELL, 2007). Na primeira, chamada
de K-FADE (Knowledge-based FADE), a densidade atbmica da interface é utilizada para
calcular a especificidade das formas pelo programa de Avaliacdo Répida de Densidade
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Atomica (FADE, do inglés “Fast Atomic Density Evaluation”) (ZHU; MITCHELL, 2011).
J& na segunda, denominada K-CON (Knowledge-based Biochemical Contact analysis), é
feita a identificacdo das interacbes ndo covalentes e de contatos atdmicos no complexo
utilizando o pacote de modelagem WHAT IF (VRIEND, 1990). A combinacao dos métodos
é feita para aumentar a acurécia da predi¢cdo. Novamente, foram submetidos os arquivos de
coordenadas dos complexos, e os residuos que obtiveram valores positivos para 0s dois

métodos simultaneamente foram considerados hot-spots.

3.5.3 HotRegion

No método HotRegion (CUKUROGLU; GURSOY; KESKIN, 2011), é
definido que dois residuos de aminoacidos de cadeias diferentes estdo em contato se a
distancia entre quaisquer dois a&tomos dos mesmos for menor que a soma dos raios de van
der Waals correspondentes mais 0.5 A (KESKIN et al., 2004; TSAI et al., 1996). Para
predicao dos hot-spots, é utilizado o HotPoint (TUNCBAG; KESKIN; GURSOY, 2010), um
modelo empirico baseado na acessibilidade relativa ao solvente e no potencial total dos pares.
Residuos hot-spots sdo classificados como 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 predi¢do de hot-spots
através de um método baseado em estrutura. Através de um arquivo “.pdb” contendo o
complexo fornecido pelo usuario, é conduzida uma abordagem em trés etapas: primeiro, sdo
extraidas caracteristicas energeéticas, estruturais e sequenciais, além de dois tipos de
vizinhancas estruturais (vizinhanga Euclidiana e de VVoronoi); depois, é feito um processo de
selecdo de caracteristicas em duas etapas; e por ultimo, dois preditores (PREDHS-SVM e
PREDHS-Ensemble) s&o utilizados para identificagdo de hot-spots baseando-se nas

caracteristicas selecionadas.

3.6 Mutagénese computacional
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Para andlise de mutacdo, foram utilizados tanto os complexos obtidos
diretamente dos programas de docking, 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 combinacao de métodos baseados em diferentes abordagens pode contribuir para
obtencdo de resultados computacionais mais confiaveis sobre os efeitos das mutagdes 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 ligagédo causadas por mutacGes, que utiliza um conjunto de potenciais estatisticos
adaptados a uma representacdo coarse-grained das estruturas proteicas que permite uma
avaliacdo rapida de todos as mutagdes possiveis para os residuos da interface.

A analise do BeAtMusSic faz uso de dois modelos de ligacdo (DEHOUCK et
al., 2013). Enquanto no primeiro, as duas moléculas do complexo sdo capazes de se
enovelarem independentemente, no segundo isso ndo é permitido. A mudanga na energia
livre de ligagdo (AAGuind) é obtida a partir de uma avaliagdo do impacto da mutacgdo sobre a
energia de enovelamento das moléculas individualizadas e no complexo, onde valores
negativos sdo indicativos de mutacdes estabilizantes. Residuos que obtiveram valores
negativos nas andlises de ASM (tépico 3.5.1) foram considerados potenciais alvos para
otimizacdo e analisados individualmente para mutacdes por todos 0s dezenove demais
aminoacidos; também foi utilizada a ferramenta de mutacgdes sistematicas de forma a gerar
uma lista de mutacdes consideradas estabilizantes.

Todos esses dados foram comparados com o0s obtidos a partir do programa
mCSM-AB, no intuito de procurar o consenso entre os dois servidores. O mCSM-AB
(PIRES; ASCHER, 2016) utiliza 0 método mCSM (PIRES; ASCHER; BLUNDELL, 2013),
que se baseia no uso de aprendizado de maquina na predicdo dos efeitos de mutacGes a partir
da leitura de assinaturas estruturais. Isso € feito atraves do uso de uma representacdo grafica
do residuo nativo para extrair padrdes geométricos e fisico-quimicos que sdo usados para
representar o ambiente quimico tridimensional durante o aprendizado supervisionado. Esse
conceito foi adaptado no intuito de levar em consideracao as caracteristicas estruturais tnicas
dos anticorpos. Os arquivos de entrada requeridos pelo servidor correspondem ao arquivo de
coordenadas atbmicas dos complexos e um arquivo de texto com a lista de mutacdes
desejadas. O programa prediz os valores diferenca de energia livre de Gibbs ap6s a mutacéo
(AAG), onde valores positivos sdo representativos de mutagdes que aumentam a afinidade.

Para garantir um maior sucesso na aplicacdo das modificagdes que visam

melhorar os modelos para os scFvs quanto a afinidade de ligacéo aos antigenos, o programa



PyMOL foi utilizado a fim de determinar os a&tomos proximos aos residuos que obtiveram
consenso nos dois preditores. A distancia de corte de 0,5 nm entre os atomos pesados dos
residuos de interesse e os demais foi utilizada para considerar os mesmos capazes de interagir
(DENG et al., 2014).

Entdo, foi feita uma andlise das caracteristicas fisico-quimicas envolvendo tais
aminoacidos, a exemplo da hidrofobicidade, capacidade de formar ligagdes de hidrogénio,
presenca de grupos carregados e carga desses grupos, caso existissem. MutacOes
consideradas benéficas foram aplicadas a estrutura do scFv, que foi novamente docado ao
antigeno. Novas simulacdes 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  Modelagem in silico dos fragmentos de anticorpo

Uma vez que ndo existem dados cristalograficos para o anticorpo
pidilizumabe, foi requerida a realizacdo de uma etapa de modelagem molecular, a fim de
produzir a sua estrutura tridimensional. Optou-se modelar o anticorpo na forma de um scFv
por este ser um formato inovador de biofarmaco que vem sendo crescentemente utilizado:
apenas entre 1996 e 2009, foram depositadas 315 patentes de scFvs no Instituto Europeu de
Patentes (PUCCA et al., 2011). Em 2017, foram contabilizados trés fragmentos deste tipo
perpassando ensaios clinicos fases dois e trés, e um aprovado para o uso contra LLC pelo
FDA (SHERIDAN, 2017). Além de conservar a capacidade de interacdo, importante para
sua funcdo inibitdria, seu tamanho reduzido também esta associado a uma diminuicdo do
risco de manifestacdo da doenca do soro (AHMAD et al., 2012) — considerada uma reagao
de hipersensibilidade tipo Il que esta associada a identificacdo de sequéncias imunogénica
no imunobioldgico, e a consequente formacdo de imunocomplexos que reduzem a
efetividade e levam a manifestacdo de efeitos adversos (CHAMBEL, 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 2. Para a modelagem comparativa ser considerada um método adequado para predicao
da estrutura tridimensional de proteinas, o valor da identidade encontrado pelo alinhamento
local deve ser de no minimo 30% para sequéncias com mais de 100 residuos (ESWAR et al.,
2006). Como todas as estruturas encontradas possuem cobertura de quase 100% e identidade
acima de 77%, pode-se afirmar que o uso da estratégia de modelagem comparativa, em
detrimento de metodologias ab initio, como a utilizada pelo programa I-TASSER (ZHANG,
2008), por exemplo, foi a mais acertada. Os altos valores para identidade e cobertura das
sequéncias-molde com as do scFv sdo esperados, uma vez que existe uma alta conservagédo
na topologia geral entre as moléculas de anticorpo (LIVESAY; SUBRAMANIAM, 2004).
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Tabela 2 - Moldes para Vy e Vi do pidilizumabe

Cadeia | PDB ID | Cobertura (%) | Identidade (%) | Valore | Resolucéo (A)

3T2N 100 79 2e% 2,55

Pesada 6B5P 99 78 1le®2 2,29
5BQ7 100 77 7e%2 2,73

1MHP 99 84 6e’ 2,80

Leve 3C08 100 81 2e%° 2,15
SVSI 100 81 3e 6 1,51

Fonte: elaborado pelo autor. Os moldes foram selecionados de acordo com a cobertura da sequéncia,
identidade, resolucdo do cristal e valor-e, ou valor esperado, que é um pardmetro que descreve 0
namero de ocorréncias que se espera encontrar por acaso ao pesquisar em 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,
que assumiram conformagcfes comumente associadas a este tipo de molécula: tanto Vn
guanto V. estdo enoveladas em uma estrutura tipica de duas camadas de B-barril, formada
por folhas-p conectadas por algas flexiveis (WANG; DUAN, 2011). As estruturas produzidas
sdo praticamente idénticas, e se diferenciam apenas no comprimento e na conformacéo
adotada pelo peptideo ligante flexivel que conecta o carboxiterminal de Vy ao aminoterminal
de VL.

A escolha pelo uso de peptideos de diferentes tamanhos levou em
consideracdo o fato de que tal comprimento é um dos fatores importantes que impacta
diretamente diversas caracteristicas do scFv, como avidez e a especificidade contra o
antigeno alvo (YUSAKUL et al., 2016). Na construgdo do conector, a utilizacdo de residuos
de glicina - o0 menor aminoacido - visa proporcionar flexibilidade a estrutura do fragmento
de anticorpo (WANG; DUAN, 2011); ja a serina, exemplo de aminoacido pequeno e polar,
fornece uma regido hidrofilica que permite o estabelecimento de liga¢cdes hidrogénio ao
solvente (SHAN et al., 1999). As estruturas tridimensionais para 0s scFvs, com os peptideos

ligantes em destaque, podem ser visualizadas na Figura 12.
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Figura 12 - Alinhamento das estruturas tridimensionais dos scFv, com 0s seus respectivos

peptideos ligantes destacados

scFv  Peptideo ligante
P10 (GGGGS):

P12 [GS(GGGGS),]
P15 (GGGGS)s

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 (VL), e a direita, a cadeia varidvel pesada (Vu). Entre as duas, encontram-se 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 € a que apresenta a maior variabilidade de tamanho e
sequéncia (FERNANDEZ-QUINTERO et al., 2018). Apesar da grande variago, essas alcas
adotam um conjunto restrito de conformacdes com base na presenca de certos residuos em
posicdes-chave nas CDRs e nas regides framework vizinhas (AL-LAZIKANI; LESK;
CHOTHIA, 1997). Assim, através 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 CDRs 1, 2 e 3 de Vn foram
localizadas nas posi¢oes 26-35, 50-66 e 99-106 da estrutura priméria, respectivamente. Ja em
V., 0 tamanho do peptideo ligante influenciou o posicionamento das CDRs na sequéncia. No
P10, as CDRs 1, 2 e 3 da cadeia leve foram encontradas nas posi¢des 152-161, 177-183 e
216-224; ja no P12, as posicdes para as CDRs foram, respectivamente, 155-163, 179-185 e
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218-226; finalmente, em P15, as CDRs foram encontradas nas posi¢fes 157-166, 182-188 e

221-229. Todas essas regides foram evidenciadas na Figura 13.

Figura 13 - Regides Determinantes de Complementariedade dos scFvs modelados

\ e

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 autor. A perspectiva da imagem estd a 180° da Figura 12 para facilitar a
visualizagcdo. As estruturas alinhadas dos scFvs tiveram suas regides determinantes de
complementaridade (CDRs) destacadas: as CDRs 1, 2 e 3 de V4 estdo coloridas em vermelho,
verde e azul, respectivamente, enquanto as CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3 estdo marcadas em

amarelo, rosa e laranja. As cores e a numeracao 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 sdo
altamente dependentes de uma alta precisdo na predicdo dos modelos tridimensionais
desejados (KRYSHTAFOVYCH; FIDELIS, 2009), como é o caso da engenharia de



60

anticorpos. Melhorar a precisao de tais modelos para além das informagdes obtidas a partir
dos moldes continua sendo um dos problemas proeminentes da bioinformética estrutural.
Neste intuito, foi realizado o refinamento dos scFvs através do servidor ReFOLD (SHUID;
KEMPSTER; MCGUFFIN, 2017).

A Figura 14 foi obtida a partir deste servidor, e fornece a estimativa do erro
por residuo para cada scFv. Tais gréaficos ilustram a reducéo de erros locais nos modelos
refinados em comparacdo 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 regides ou dominios individuais podem, frequentemente, ser melhorados (SHUID;
KEMPSTER; MCGUFFIN, 2017). A analise da imagem evidencia que a regido em que se
encontra o peptideo ligante é a que acumula maior erro, 0 que é esperado, dada a alta
flexibilidade desse segmento (SHAN et al., 1999). Ndo obstante, de forma geral, ndo é

observada uma reducdo significativa deste parametro nos modelos otimizados.

Figura 14 - Predicdo de erro por residuo para os scFvs obtido com 0 ReFOLD
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Fonte: elaborado pelo autor. Os gréficos apresentam uma estimativa de erro por residuo: enquanto no eixo

horizontal sdo enumerados os ndmeros dos residuos na sequéncia, no eixo vertical é colocada a estimativa de
erro, dada em angstréms (A). Os graficos A, B e C sdo correspondentes & P10, P12 e P15, respectivamente. Em
vermelho encontram-se os valores para 0s scFvs originais e em verde, aqueles obtidos a partir do refinamento
com ReFOLD.
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A importéncia da etapa de refinamento € evidenciada pela a andlise da
qualidade dos modelos pelo MolProbity (CHEN et al., 2010). Este servidor de validagéo de
estrutura fornece uma avaliacdo solida de amplo espectro da qualidade do modelo fornecido
a niveis global e local. Um de seus principais parametros de avaliacdo é o clashscore, que
avalia o nimero de sobreposicOes estéricas desfavordveis de atomos (WORD et al., 1999).
Contraintuitivamente, quanto maior a porcentagem associada a esse valor, melhores séo os
modelos construidos. Fica claro na analise da Tabela 3, que contém os valores de clashscore
antes e apds a otimizacdo com o ReFOLD, a melhora na qualidade estereoquimica dos

modelos apds a realizacdo do refinamento.

Tabela 3 - Clashscore dos scFvs antes e apds refinamento com ReFOLD

Modelo Clashscore antes do refinamento com Clashscore apo6s o refinamento com
ReFOLD ReFOLD
P10 0% 27%
P12 0% 97%
P15 0% 63%

Fonte: elaborado pelo autor. Na classificacdo do clashscore, 100% é o melhor valor dentre as estruturas de
resolucdo comparavel, e 0% ¢é o pior. E evidenciada a importancia da etapa de refinamento pela grande melhora
no parametro de clashscore nos modelos obtidos do ReFOLD, indicando um aumento da qualidade dos

modelos.

Os graficos de Ramachandran dos modelos refinados foram obtidos utilizando
0 PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993). Os angulos diedrais ¢ (phi), v (psi) € ® (dmega)
sdo os principais determinantes para o enovelamento de uma proteina (HOOFT; SANDER;
VRIEND, 1997). Ramachandran (1963) elaborou um grafico de duas dimensbes que
comporta uma distribui¢do de pares de angulos ¢ e y capaz de descrever grande parte das
estruturas secundarias de proteinas. Com a excecdo da glicina, que, por ser pequena,
consegue assumir conformagdes estericamente proibidas aos demais aminoacidos
(NELSON; COX, 2014), os residuos devem ser encontrados em regies permitidas do grafico
de Ramachandran, ou sdo considerados outliers.

Dessa forma, tal analise € 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 analise dos graficos contidos na Figura 15, foi possivel elucidar a boa

qualidade estereoquimica dos modelos produzidos: P10, P12 e P15 apresentaram,
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respectivamente, 99%, 99% e 97,4% dos seus residuos em regides permitidas do grafico
(somando residuos em regiGes mais favoraveis, adicionalmente permitidas e generosamente
permitidas). Em contrapartida, poucos residuos foram encontrados em regifes néo
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. Em A, B e C estdo, respectivamente, os graficos de Ramachandran,
produzidos pelo servidor PROCHECK, para P10, P12 e P15, respectivamente. Nos graficos, as zonas
sombreadas em vermelho marcam as regides mais favoraveis para os pares ¢ ¢ y; as partes sombreadas
em amarelo sdo regides adicionalmente permitidas; os setores sombreados em amarelo claro sdo regites
generosamente permitidas; e em branco, estdo as regifes ndo permitidas. Os pontos representam 0s

residuos de aminoacido da estrutura submetida.

A Tabela 4 sumariza as estatisticas dos graficos, com a porcentagem de
residuos de cada estrutura em cada regido de Ramachandran. A mesma serina localizada na
regido de CDR-L1, nas posi¢des 158, 160 e 163 em P10, P12 e P15, respectivamente, foi

considerada um outlier em todas as trés estruturas, e ,provavelmente, deriva das estruturas



escolhidas como moldes. Ademais, o scFv com peptideo ligante com 15 residuos apresentou
outros dois residuos de CDRs dentro de regides ndo permitidas do gréafico. Isso, juntamente
ao fato de que este possui a maior porcentagem de residuos outliers, é indicativo de que,
dentre os trés modelos, o de pior qualidade € o P15. Além disso, constatou-se que o tamanho
do peptideo ligante teve impacto sobre o arranjo estereoquimico dos residuos. E importante
ressaltar que a presenca de alguns outliers é esperada mesmo em estruturas cristalograficas
de alta resolucdo e que modelos com mais de 15% de outliers devem ser observados com
cautela (KLEYWEGT; JONES, 1996), o que ndo corresponde aos achados para os modelos

de scFvs produzidos.

Tabela 4 — Estatisticas dos graficos de Ramachandran referentes aos modelos
de scFv P10, P12 e P15

P10 P12 P15

Residuos em regies mais favoraveis 90,7% 88,2% 86,7%
Residuos em regides adicionalmente permitidas  6,7%  9,7%  9,2%
Residuos em regides generosamente permitidas 1,5% 1,0% 1,5%

Residuos em regifes ndo permitidas 1,0% 10% 2,6%

Fonte: elaborado pelo autor. As porcentagens sdo referentes ao posicionamento dos residuos
dos modelos P10, P12 e P15 nos graficos de Ramachandran ilustrados na Figura 15. Tais

gréaficos foram obtidos através do servidor PROCHECK.

Duas outras avaliacbes foram feitas a partir dos modelos produzidos. A
primeira, realizada com o ProSA-web, visou a avalia¢do da qualidade geral dos modelos e a
mensuracdo do desvio da energia total das estruturas em relacdo a uma distribuicdo de energia
derivada de conformac®es aleatorias, dada pelo Escore Z (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).
Escores Z que fujam ao intervalo de valores caracteristicos para proteinas nativas séo
indicativos de estruturas errébneas. Os modelos P10, P12 e P15 obtiveram escores Z de -6,67,
-7,13, e -7,5, respectivamente, que estdo dentro do intervalo permitido pelo programa.

Ja a segunda fez uso do Verify3D (EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997).
Esse servidor avalia a precisdo de um modelo tridimensional de proteina através da avaliacao
da compatibilidade do modelo com sua propria sequéncia de aminoécidos, usando um perfil
3D calculado a partir das coordenadas atdmicas da estrutura (LUTHY; BOWIE; BOWIE,
1992). Dentre as variaveis levadas em consideragdo estdo: a area do residuo “enterrado” na

proteina e inacessivel ao solvente; a fragdo 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 3D-1D médio maior ou igual a 0,2 sdo
considerados adequados. Proteinas em que mais de 80% dos aminoacidos possuam este perfil
possuem boa correlacdo entre sequéncia e estrutura. Os valores calculados pelo Verify3D
para os trés modelos de scFv podem ser encontrados na Tabela 5. Todo as estruturas
apresentaram pelo menos 98% dos seus residuos com escore 3D-1D médio maior ou igual a

0,2, corroborando a qualidade dos modelos obtidos.

Tabela 5 - Percentual de residuos com Escore 3D-1D adequados
segundo o programa Verify3D

Modelo | Residuos com Escore 3D-1D médio S 0,2 (%)

P10 100
P12 98,3
P15 100

Fonte: elaborado pelo autor. Os valores percentuais sdo uma razdo entre 0 nimero de
residuos cujo o escore 3D-1D é maior ou igual a 0,2 e 0 nimero total de residuos de

aminoacido presentes no arquivo de coordenadas atbmicas submetidos ao servidor.

4.2 Validagdo da metodologia de docking computacional

O docking entre proteinas € uma metodologia adequada para fornecer
informacBes sobre a funcdo molecular dos polipeptidios com base no reconhecimento,
afinidade e especificidade (GRAY, 2006). Do ponto de vista termodinamico, complexos
proximos a conformagdo nativa devem estar no minimo global de AG, onde o AG ¢ a
mudanca de energia livre de formacdo do complexo em relagdo aos seus componentes
separados (SMITH; STERNBERG, 2002). Um dos grandes desafios dos métodos de docking
é determinar de forma constante, rapida e acurada esse minimo de energia (VERKHIVKER
et al., 2000).

Na auséncia de dados bioguimicos ou evolucionarios para guiar o docking, o
método resultard em diversos modelos com o que sdo aparentemente boas pontuacoes, que
representam aproximagdes do AG (RADOM; PLUCKTHUN; PACI, 2018). Para ajudar a
classificar esses complexos, diversos algoritmos de ranqueamento com diferentes fungdes de

energia vém sendo desenvolvidos (MOAL et al., 2013). Entretanto, apesar dessa
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reclassificacdo poder ser Util para reduzir o nimero de modelos provaveis, dificilmente é
possivel identificar de maneira inequivoca 0os modelos corretos através da pontuagdo
fornecida por tais programas.

Considerando que conformacgdes docadas corretamente estdo em um valor
minimo da superficie de energia livre e que existem grandes barreiras energéticas entre tais
estruturas e as incorretas, que compde conformacdes instaveis ou metaestaveis, é possivel
fazer uso de simulagdes de DM com aquecimento para discriminar estruturas nativas ou
proximas e, dessa forma, reduzir a ocorréncia de falsos positivos (RADOM; PLUCKTHUN;
PACI, 2018). Neste trabalho, foi avaliada a performance de dois programas de docking e um
servidor de reclassificacdo dos modelos sobre dois complexos conhecidos com o receptor
PD-1.

No complexo entre PD-1 e PD-L1 (PDB ID: 4ZQK), ndo foram recuperadas
quaisquer estruturas adequadas a partir de ambas metodologias de docking, como pode ser
constatado pela avaliacdo do DockQ, que classificou todos os modelos produzidos tanto pelo
HADDOCK quanto pelo ClusPro como incorretos. As pontuacdes geradas por ambos 0s
programas (pontuacdo do HADDOCK e pontuacdo ponderada do ClusPro) foram
insuficientes para distinguir as mas conformacbes. A pontuacdo ponderada normalizada
resultante do DockScore para a maioria dos modelos foi ruim, o que esta de acordo 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 estdo listados nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 - Estruturas resultantes do docking entre PD-1 e PD-L1 com 0o HADDOCK

NonE)e Npl)ara Targzl;ntké? do RI(\’/SD Pﬁgtgg%% io Escgre- 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 autor. As cores que estdo colorindo os nomes dos complexos sdo a mesmas utilizadas
nos graficos de RMSD. Os modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o tamanho
do cluster produzido, 0 seu RMSD, dado em &ngstréms (A), a pontuagio do HADDOCK e o Escore-Z. Para
classificacdo do DockScore, fez-se o uso do pardmetro de pontuacdo ponderada normalizada. Os valores
gerados para 0 DockQ séo dependentes dos parametros Fnat, iRMS e LRMS. Os complexos foram renomeados

a fim de facilitar a identificagdo dos mesmos durante as andlises das simulag¢fes de DM.
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Tabela 7 - Estruturas resultantes do docking entre PD-1 e PD-L1 com o ClusPro

Nome para DM Tamanho do Modelo gle Pontuacéo DockScore DockQ
cluster pontuacao ponderada
ClusPro-1 76 vdw -618,8 0,1888 0,009
ClusPro-2 76 vdW -618,8 0,0400 0,040

Fonte: elaborado pelo autor. As cores que estdo colorindo os nomes dos complexos sdo a mesmas utilizadas
nos graficos de RMSD. O ClusPro oferece quatro tipos de modelos de pontuagdo que favorecem tipos de
interacGes distintas que podem predominar em dados complexos; as estruturas escolhidas, que representam
0 menor e o maior valor de DockQ, respectivamente, encontrados dentre as demais, utilizaram o modelo
que favorece as for¢as de van der Waals. Além da pontuagéo ponderada, o tamanho dos clusters também foi
avaliado. Também foi feita a analise dos modelos pelo DockScore e pelo DockQ. Os complexos foram

renomeados para realizacdo das simulac6es de DM.

As simulages de dinamica molecular foram eficientes na eliminagé&o de falsos
positivos para este complexo: das cinco estruturas simuladas, apenas uma (HADDOCK-2)
resistiu ao aquecimento e manteve um RMSD abaixo de 0,5 nm, representando uma taxa de
erro de 20%. Os valores de iIRMS estdo em concordancia com os obtidos a partir da analise

da estrutura global. Tais informag6es podem ser visualizadas na Figura 16.

Figura 16 - Variagdo do RMSD do cristal 4ZQK e das estruturas resultantes do docking

computacional entre PD-1 e PD-L1 durante simulacGes de DM com aquecimento
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Fonte: elaborado pelo autor. Em (A) estdo os valores de RMSD para a estrutura global dos complexos e em (B)
estéo colocadas as varia¢des do iRMS. As simulagdes foram conduzidas por 30 ns a 310 K, por 12,5 ns a 330

Ke a 360 K e por 15 ns a 390 K. Os valores acima de 0,50 nm estdo dessaturados.



Todo o processo de avaliagédo foi reproduzido para o complexo entre PD-1 e
0 Fv do anticorpo monoclonal pembrolizumabe (PDB 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 estruturas classificadas como de alta
qualidade pelo DockQ e o segundo produziu quatro. As métricas de pontuacdo utilizadas
pelos programas de docking foram eficazes em classificar as melhores estruturas nesse
sistema. O DockScore conseguiu destacar alguns dos melhores modelos produzidos pelos
servidores, embora ndo na ordem exata da classificacdo produzida a partir do DockQ;
entretanto, dois dos modelos de alta qualidade pontuaram mal no DockScore. Tais dados
podem ser encontrados nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8 - Estruturas resultantes do docking entre PD-1 e o Fv do pembrolizumabe com o
HADDOCK
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Tamanho RMSD Pontuagéo do

Nome para DM Escore-Z | DockScore DockQ

do cluster (A) HADDOCK
HADDOCK-1 76 0,5 -172,2 -1,9 0,8907 0,856
- 76 05 -172,2 -1,9 0,5901 0,865
HADDOCK-2 76 0,5 -172,2 -1,9 0,9372 0,869
- 76 0,5 -172,2 -1,9 0,8289 0,863
HADDOCK-3* 84 13,8 -87,2 0 0,6009 0,005

Fonte: elaborado pelo autor. As cores que estdo colorindo 0os nomes dos complexos sdo a mesmas utilizadas
nos graficos de RMSD. Os modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o tamanho
do cluster produzido, o seu RMSD, dado em angstréms (A), a pontuacio do HADDOCK e o Escore-Z. No
cluster 2 foram encontrados todos os modelos que melhor foram pontuados pelo DockQ, dos quais dois
(HADDOCK-1 e HADDOCK-2) foram submetidos a simulagdo com aquecimento. *HADDOCK-3 foi
utilizado nas simulagGes de DM como controle negativo. Uma outra estrutura (ndo listada) que obteve a pior

classificacdo pelo DockQ@, nomeada HADDOCK-4, também foi usada como controle negativo.



Tabela 9 - Estruturas resultantes do docking entre PD-1 e o Fv do pembrolizumabe com o
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ClusPro
Nome para DM Tarazgtr; ? do rl\)/(l)?l(:ﬁfggg ggnn;léigig DockScore DockQ
ClusPro-1 118 B -883,3 0,9368 0,894
ClusPro-2* 99 B -565,3 0,6902 0,036
99 B -565,3 0,937 0,881
- 86 IE -576,7 0,9368 0,894
- 63 IH -558,2 0,6905 0,894
- 50 vdwW -586,3 0,8951 0,893

Fonte: elaborado pelo autor. As cores que estdo colorindo os nomes dos complexos sdo a mesmas utilizadas
nos graficos de RMSD. Os modelos obtidos pelos ClusPro foram avaliados quanto ao tamanho dos clusters e a
pontuacdo ponderada fornecida. Os modos de ligacdo de boa qualidade, aferida pelo DockQ, foram obtidos
através dos modelos de pontuacdo balanceado (B), favorecendo interagdes eletrostaticas (IE), favorecendo
interages hidrofdbica (IH) e favorecendo forcas de van der Waals. Cinco estruturas de alta qualidade foram
produzidas, segundo o DockQ, das quais duas, denominadas ClusPro-1 e ClusPro-3, foram submetidas a DM
com aquecimento. *ClusPro-2 e ClusPro-4 (ndo listado), representantes de estruturas docadas incorretamente,

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 para variacdo do RMSD desses modelos e da estrutura cristalografica estdo
ilustrados pela Figura 17. As simulagdes foram eficazes na distingédo das estruturas corretas.
Todas aquelas que pontuaram bem no DockQ mantiveram seu RMSD e iRMS abaixo do
valor de corte ao decorrer simulacéo; ja os controles negativos apresentaram varia¢es bem
superiores. Dessa forma, a metodologia de DM obteve uma taxa de acerto de 100% para esse
complexo.

A importancia da realizacdo dessa etapa de validagdo para o método de
docking é exacerbada pelo fato de que ndo existem dados estruturais sobre as interagdes
envolvendo o pidilizumabe. Os testes realizados nos dois complexos supracitados permitiram
concluir que: os programas de docking HADDOCK e ClusPro sdo capazes de produzir
modelos de alta qualidade para complexos proteina-proteina, mas seus algoritmos de

pontuagédo sdo, 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 é considerado um
dos maiores desafios no campo do docking molecular (KROVAT; STEINDL; LANGER,
2005); a classificacao feita pelo DockScore é capaz, em linhas gerais, de identificar modelos
incorretos, embora seja ineficiente em realizar um ranqueamento preciso dos bons modelos,
tendo uma performance compativel com os achados de Moal e colaboradores (2013); as
simulacdes 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 positivos.

A surpreendente termoestabilidade de modos de ligacdo considerados
incorretos pelo DockQ, a exemplo de ClusPro2 no complexo PD-1/PD-L1, capazes de manter
uma variacdo baixa do RMSD mesmo a temperaturas muito elevadas, considerando o
contexto bioldgico, 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 simulagido (RADOM; PLUCKTHUN; PACI, 2018).

Figura 17 - Variacdo do RMSD do cristal 5B8C e das estruturas resultantes do docking
computacional entre 0 PD-1 e 0 Fv do mAb pembrolizumabe durante simula¢des de DM com

aquecimento
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Fonte: elaborado pelo autor. Em (A) estéo os valores de RMSD para a estrutura global dos complexos e em (B)
estdo colocadas as variagfes do iRMS. 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. A linha preta corresponde ao RMSD do cristal 5B8C. Os valores acima de 0,50

nm estdo dessaturados.

4.3 Docking dos scFvs a PD-1 e DLL1
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Seguiu-se utilizando a metodologia referente a0 HADDOCK para realizar
uma primeira rodada de dockings entre os scFvs e seus possiveis ligantes. Foi feito o uso
integrado das pontuacdes fornecidas pelo HADDOCK e DockScore para selecionar os trés
melhores modelos para cada scFv, que estdo listados na Tabela 10. Vale ressaltar que o
DockQ néo foi utilizado para essa etapa, visto que é uma ferramenta intrinsicamente ligada
a validacdo e necessita de uma estrutura cristalogréfica de referéncia para avaliar a qualidade
do docking. Para simplificar a denominacéo dos modelos, 0s complexos entre 0s sSCFvs com
os peptideos ligantes de 10, 12 e 15 residuos de comprimento e o receptor PD-1 foram
nomeados de complexos P10-PD1, P12-PD1 e P15-PD1, respectivamente; ja os modelos que
utilizam esses scFvs, na mesma ordem, mas com a proteina DLL1, foram chamados de P10-
DLL1, P12-DLL1 e P15-DLL1, respectivamente. Parametros como o0 RMSD, tamanho do
cluster, e as demais métricas fornecidas pelo programa nédo sdo per si suficientes para aferir

quais estruturas sao préximas as nativas.

Tabela 10 - Estruturas resultantes do docking entre PD-1 e os trés scFvs utilizando o
HADDOCK

Complexo Modelo Tagﬁg{; ?_ do RMSD (A) Pontduoagao Escore-Z SDc(:)Crke
HADDOCK

P10-PD1-1 5 3,5 -73,0 -1,7 0,932

P10-PD1 P10-PD1-2 5 35 -73,0 -1,7 0,910
P10-PD1-3 8 14,4 -66,2 -1,0 0,879

P12-PD1-1 18 14,6 -65,7 -1,3 0,907

P12-PD1 P12-PD1-2 18 14,6 -65,7 -1,3 0,820
18 11,3 -56,8 -0,7 0,748

P15-PD1-1 17 9,9 -76,9 -2,1 0,856

P15-PD1 P15-PD1-2 5 9,0 -58,0 -11 0,753
P15-PD1-3 5 11,5 -24,8 0,6 0,752

Fonte: elaborado pelo autor. As cores que estdo colorindo o nome dos complexos sdo as mesmas utilizadas nos
graficos de RMSD. Os modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o tamanho do
cluster produzido, 0 seu RMSD, dado em &ngstréms (A), a pontuagdo do HADDOCK e o Escore-Z. Os modelos

listados também foram selecionados, dentre os demais, através dos valores de DockScore.



Levando em consideracdo os valores altos de RMSD e da pontuacdo do
HADDOCK, e tendo em mente que os dados utilizados para guiar o docking pelo
HADDOCK foram preditos computacionalmente, considerou-se apropriada a realizacdo de
uma segunda rodada de docking utilizando o ClusPro, da qual foram extraidas as melhores
estruturas correspondentes a todos os quatro modelos de pontua¢do do programa — ou seja,
as que obtiveram melhores valores para a pontuacdo ponderada. Além do modelo
cristalogréfico ja considerado para PD-1 (2M2D), foram utilizadas outras 4 estruturas para
tal receptor, gerando, ao final do docking, 60 modelos para complexos entre 0 PD-1 e 0s
scFvs. As estruturas, alinhadas utilizando o programa Chimera, demonstraram uma alta
variabilidade; além da avaliacdo das métricas do ClusPro, foi realizada uma inspecéo visual
visando selecionar os modelos com maior similaridade de modo de ligacdo para realizacao
da DM (Tabela 11).

Tabela 11 - Exemplos de modelos resultantes do docking entre diversas estruturas

cristalografica do PD-1 e os scFvs com o servidor ClusPro

Cristal do PD-1 Tamanho do Pontuacédo
Complexo Modelo -
utilizado cluster ponderada
P10-PD1 470K 176 -574,3
P12-PD1 5GGS 117 -512,3
P15-PD1 5B8C 117 -538,4

Fonte: elaborado pelo autor. As cores que estdo colorindo os nomes dos complexos sdo a mesmas utilizadas
nos gréaficos de RMSD. Os modelos foram obtidos pelos ClusPro utilizando o modelo de pontuacgdo

balanceado.

Os doze modelos resultantes dessas duas metodologias de docking
computacional — isto €, nove estruturas obtidas pelo HADDOCK e trés pelo ClusPro - foram
submetidos a DM com aquecimento. Os resultados, ilustrados pela Figura 18, evidenciaram
que todos os complexos tiveram uma alta variagdo de RMSD e iRMS, nenhum destes
mantendo valores abaixo da linha de corte estabelecida. Os altos valores de iIRMS séo
indicativos da dissociacdo dos complexos (OH; CONSTA, 2017), fato que pode ser

comprovado pela visualizacdo das trajetorias utilizando o software VMD.
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Figura 18 - Variagdo do RMSD das estruturas resultantes do docking computacional entre o
PD-1 e os scFvs produzidos por modelagem comparativa durante simulagdes de DM com

aquecimento
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Fonte: elaborado pelo autor. Em A estdo os valores de RMSD para a estrutura global dos complexos e em B
estdo colocadas as variagdes do iRMS. Os valores acima de 0,50 nm estdo dessaturados, 0s pontos representam
estruturas obtidas pelo HADDOCK, e as linhas, estruturas 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 interacBes. De fato, é possivel visualizar a auséncia de intera¢des na reproducéo da trajetdria pelo
VMD.

O processo de desenvolvimento do anticorpo monoclonal pidilizumabe néo
levou em conta sua especificidade da interacdo, 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 anticorpo anti-PD-1 (PHILIPS;
ATKINS, 2014), apenas em 2018 foram divulgadas as primeiras informagfes que essa
proteina interagia primariamente com DLL1 (STENNER; RENNER, 2018). Ndo obstante,
ndo ha na literatura, até o0 momento, quaisquer trabalhos que elucidem as interacdes, se
existentes, entre tal anticorpo e a PD-1. Portanto, este € o primeiro estudo estrutural a elucidar
que o pidilizumabe, dentro dos modelos de docking validados aqui citados, ndo interage com
a PD-1. Tal informacdo € de suma importancia para a melhor compreensao das vias inibidas
a partir da utilizacdo desse mAb e das consequéncias bioldgicas por tras dessa inibicao.

O mesmo processo foi replicado para os complexos entre 0os scFvs e DLL1.
Os modelos obtidos pelo HADDOCK foram selecionados com auxilio das pontuagdes

fornecidas pelo proprio programa de docking e pelo DockScore, e estdo listados na Tabela



12.

Tabela 12 - Estruturas resultantes do docking entre DLL1 e os trés scFvs utilizando o
HADDOCK

Tamanho Pontuacdo Dock

Complexo Modelo do cluster RMSD (A) do Escore-Z Score
HADDOCK

P10-DLL1-1 7 0,90 -108,9 -2,5 0,907

P10-DLL1  P10-DLL1-2 7 0,90 -108,9 -2,5 0,802

P10-DLL1-3 7 0,90 -108,9 -2,5 0,797

P12-DLL1-1 6 13,0 -100,6 -2,4 0,936

P12-DLL1 P12-DLL1-2 6 13,0 -100,6 -2,4 0,869

6 13,0 -100,6 -2,4 0,847

P15-DLL1-1 4 1,2 -74,4 -11 0,845

P15-DLL1  P15-DLL1-2 6 24,2 -80,6 -14 0,815

P15-DLL1-3 7 22,9 -54,1 -0,2 0,805

Fonte: elaborado pelo autor. Os modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o
tamanho do cluster produzido, o seu RMSD, dado em angstréms (A), a pontua¢do do HADDOCK e o Escore-
Z. Os modelos listados também foram selecionados, dentre os demais, através da classificagdo pela avaliacdo
das pontuacdes do HADDOCK e do DockScore. Valores iguais de pontuacdo do HADDOCK séo referentes a
estruturas oriundas do mesmo cluster.

Assim como foi feito para as estruturas anteriores, um novo docking utilizando
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 ligacdo obtidos
nesta etapa - considerando os quatro modelos de pontuacéo fornecidos pelo servidor — que
foram selecionados através da mesma metodologia descrita nos complexos envolvendo PD-

1. Tais estruturas estdo listadas na Tabela 13.
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Tabela 13 - Exemplos de modelos resultantes do docking entre a proteina DLL1 e os scFvs

utilizando o servidor ClusPro

Cristal do DLL1 | Tamanho do Pontuacéo
Complexo Modelo -
utilizado cluster ponderada
P10-DLL1 4XBM 80 -680,7
P12-DLL1 4XBM 107 -635,2
P15-DLL1 P15-DLL1-ClusPro 4XBM 97 -791,5

Fonte: elaborado pelo autor. Os modelos foram obtidos pelos ClusPro utilizando o modelo de pontuagdo

balanceado.

Figura 19 - Variacdo do RMSD das estruturas resultantes do docking computacional entre

DLL1 e os scFvs produzidos por modelagem comparativa durante simulacdes de DM com

aquecimento
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Fonte: elaborado pelo autor. Em A estéo os valores de RMSD para a estrutura global dos complexos e em B estdo
colocadas as variagdes do iRMS. Os valores acima de 0,50 nm estdo dessaturados, 0s pontos representam estruturas
obtidas pelo HADDOCK, e as linhas, estruturas obtidas no ClusPro. Os complexos denominados P10-DLL1-

ClusPro e P12-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 0 RMSD total e da interface podem ser encontrados na Figura 19. Duas
estruturas apresentaram maior termoestabilidade durante a DM: P10-DLL1-ClusPro e P12-
DLL1-3 (a partir de agora referidas apenas como P10-DLL1 e P12-DLL1). Apesar da

primeira ter concluido a simulagdo com RMSD acima do corte pré-estabelecido, sua variagdo



total média manteve-se proxima a 0,5 nm, motivo pelo qual optou-se por continuar com as
duas estruturas para realizacdo de simulagdes mais extensas.

Vale ressaltar que os fragmentos de anticorpo foram posicionados em sitios
diferentes do DLL1 dentro desses complexos: enquanto em P10-DLL1 o scFv interage com
a regido C2, em P12-DLL1 a interacdo ocorre na transi¢cdo entre C2 e o dominio de ligacao
ao antigeno CSL. Uma vez que a atracdo eletrostatica, particularmente as interacfes 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 foram docados (Figura 20).

No complexo com P10, ndo pode ser visualizada uma complementaridade de
cargas entre as proteinas: enquanto a superficie de DLL1 estd mais proxima da neutralidade,
os residuos da interface do scFv estdo carregados positivamente ou ndo carregados; isso pode
indicar que ndo existem forgas atrativas ou repulsivas resultantes dessa interacdo. Ja em P12-
DLL1, existem, em alguns pontos da interface, regiGes de encaixe entre cargas opostas, que
podem favorecer a formacdo de interacdes eletrostaticas (EXNER; KEIL; BRICKMANN,
2002).

Figura 20 - Andlise do perfil eletrostatico das interfaces de interacdo scFv-DLL1

Fonte: elaborado pelo autor. Os complexos P10-DLL1 (laranja) e P12-DLL1 (amarelo) foram alinhados sobre
a estrutura de DLL1 (cinza), utilizando o programa Chimera. As superficies eletrostaticas estdo ilustradas em

um intervalo de -3 a 3 kT/e, com as cargas negativas coloridas em vermelho e cargas positivas em azul.
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As informagdes obtidas através do docking dessas moléculas séo
imprescindiveis para guiar os estudos de mutagénese e orientar as aplicagdes no desenho de
farmacos (DE RUYCK et al., 2016). N&o obstante, para avaliar qual dos dois modos de
ligacdo propostos para 0s scFvs é o mais provavel de acontecer em um ambiente a condi¢bes
fisiologicas e elucidar parametros como a estabilidade dos complexos, simulacBes de

dinamica molecular foram utilizadas.

4.4  Dinamica molecular dos complexos P10-DLL1 e P12-DLL1

Simulagdes de DM foram utilizadas na obtencéo de detalhes atomisticos das
interacdes dindmicas entre as moléculas que contribuem para a estabilidade e funcdo das
proteinas (CHILDERS; DAGGET, 2017). Dentre as analises realizadas, a avaliacdo da
variacdo do desvio quadratico médio das coordenadas atdmicas ap0s a superimposicao de
um conjunto de estruturas é a escolha mais comum para quantificar diferencas nas estruturas
e dinamicas macromoleculares (SARGSYAN; GRAUFFEL; LIM, 2017). Por isso, o estudo
do RMSD € comumente usado em analises de trajetorias de dinamica molecular para
estabelecer o periodo de equilibrio e a qualidade das simulacgdes, e para rastrear alteracdes
dindmicas ap6s a modificacdo de proteinas (LEE; Ql; IM, 2015).

A Figura 21 ilustra a variacdo do RMSD dos componentes do complexo P10-
DLL1: em 1 estd o scFv com peptideo ligante de 10 residuos de aminoacidos; em 2 esta o
alvo DLL1; e em 3, estdo os atomos da interface entre esses dois componentes. A anélise dos
gréaficos permite afirmar que os RMSDs do fragmento de anticorpo e do DLL1 estabilizaram-
se por volta de 0,4 e 0,5 nm, respectivamente, ap6s 0s primeiros nanossegundos de
simulacdo; este ultimo sofreu uma maior variacéo por volta dos 120 ns da segunda replicata,
mas logo retornou ao valor de equilibrio.

A interface da interacdo scFv-antigeno apresentou uma maior variacdo na
replicata 2, com um aumento do RMSD sendo identificada nos tltimos 50 ns de simulagé&o.
Tomando esse dado em conjunto com a diminuicdo da area de superficie acessivel ao
solvente nessa mesma simulagdo (Figura 22), infere-se que tal variagdo estd associada ao
deslocamento da interface para uma conformacgdo mais coesa, e ndo a uma instabilidade no
complexo. Nao obstante, enquanto a replicata 1 apresentou um sutil aumento de iRMS nos
ultimos nanossegundos da DM, o iRMS da replicata 3 teve valor praticamente constante que,

ao longo de toda a simulacéo, variou em torno de 0,5 nm.
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Figura 21 - Variagfes no RMSD do scFv, do ligante e da interface do complexo P10-DLL1

em funcéo do tempo de simulagéo
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Fonte: elaborado pelo autor. Na imagem, (A) ilustra 0 RMSD do scFv; (B) o RMSD do DLL1; e (C) 0 iRMS
do complexo P10-DLL1. As linhas coloridas em tons de vermelho sdo representativas das replicatas 1, 2 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 ndo ligada com 0 mesmo nos
sistemas com P10 e P12, o que resultou na constatacdo que a interacdo ao scFv pouco alterou
a sua area superficial acessivel. Porém, vale ressaltar que a tendéncia de dimuingdo de SASA
previamente constatada na replicata 2 do complexo P10-DLL1 também foi observada na
analise isolada de DLL1 nesse sistema, reiterando a hipdtese do aumento do iRMS estar
associado a um deslocamento para uma conformagdo que maximiza a interface scFv-

antigeno e reduz a acessibilidade ao solvente.



Figura 22 — Area de superficie acessivel ao solvente nos complexos scFv-antigeno e no
alvo DLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. Os graficos A e B correspondem a variagdo da area superficial total acessivel ao
solvente nos sistemas P10-DLL1 (tons de vermelho) e P12-DLL1 (tons de verde), respectivamente. Ja os C, D
e E ilustram essa varia¢do para o ligante DLLI1, onde no primeiro esta o ligante livre (tons de amarelo), no

segundo estd 0 mesmo em complexo a P10, e, no terceiro, em complexo a P12.

Na Figura 23, é possivel visualizar a variagdo do RMSD dos componentes do
complexo P12-DLL1. Para esse sistema, todos os valores de RMSD apresentaram pouca
varia¢ao ao longo dos 250 ns simulados, a excec¢do do iRMS na replicata 2, que, apesar de
ter se mantido estavel por volta de 0,5 nm durante grande parte da DM, teve um subito

aumento nos ultimos 50 ns. Essa alta do iRMS foi acompanhada do aumento da SASA nesse
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sistema, 0 que pode ser indicativo da dissociacdo do complexo. No entanto, tal evento néo
pode ser observado na reproducdo da trajetoria no VMD, tornando necessarias simulaces
mais extensas que comprovem a tendéncia a dissociacdo. Nas demais repeticdes, o0 iRMS
permaneceu estavel em aproximadamente 0,5 nm durante toda a simulagdo. Ademais, o
RMSD do scFv em todas as replicatas manteve-se proximo a média de 0,35 nm. Ja o do

ligante cercou o valor de 0,5 nm.

Figura 23 - Variacdes no RMSD do scFv, do ligante e da interface do P12-DLL1 em funcéo

do tempo de simulacéo
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Fonte: elaborado pelo autor. Na imagem, (A) ilustra 0 RMSD do scFv; (B) 0 RMSD do ligante; e (C) 0 iRMS
do complexo P12-DLL1. As linhas coloridas em tons de verde sdo representativas das replicatas 1, 2 e 3,

respectivamente.

O comportamento observado nas Figura 21 e 23 esta de acordo com 0s
achados reportados em outros estudos de dindmica molecular. E comum verificar um
momento inicial em que 0 RMSD aumenta ao longo do tempo, fato associado ao relaxamento
do sistema. Os valores de RMSD passam a ser praticamente estacionarios apenas quando é

atingido um platd, e entéo € possivel afirmar que o sistema alcangou o equilibrio (STELLA;



MELCHIONNA, 1998). Esse comportamento € esperado mesmo em sistemas devidamente
equilibrados previamente a dindmica de producéo, ja que 0s mesmos estdo em movimento e
as posicdes dos atomos estdo constantemente mudando, espera-se que RMSD aumente
inicialmente (MELCHIONNA; FALCONI; DESIDERI, 1998).

Entretanto, o fato de que existiu um incremento nos valores de iIRMS em certas
repeticdes da DM, tanto para complexo que envolve P10 quanto para aquele com P12, nos
ultimos nanossegundos de simulacéo leva a conclusao de que o platé de RMSD pode néo ter
sido atingido, revelando a necessidade da realizacdo de simulagdes mais extensas. No caso
do sistema P12-DLL1, o aumento do tempo simulado podera permitir observar: se 0 aumento
do iRMS observado foi, de fato, indicio da dissociagdo completa neste complexo; e se 0
comportamento observado na segunda replicata esta relacionado a um evento isolado, ou se
h& uma tendéncia a dissociacdo também nas demais repeticoes.

Uma das limitacBes da analise com RMSD € que ela ndo revela as regides
localmente mais flexiveis das macromoléculas (SARGSYAN; GRAUFFEL; LIM, 2017).
Isto significa que a avaliacdo deste parametro ndo permite distinguir entre uma proteina com
algumas regides muito rigidas e outras muito flexiveis de um polipeptidio em que todas as
regides sdo semiflexiveis (MARTINEZ, 2015). Para identificar a flutuagio individual média
de cada residuo e calcular a flexibilidade local do scFv e do antigeno, foi feita a analise por
RMSF.

A Figura 24 mostra a flutuagdo média dos Ca dos residuos de aminoacidos
que compde P10 e P12, quando complexados a DLL1, dando destaque para as regides de
CDR e para o peptideo ligante flexivel. Os residuos da replicata 3 referentes ao complexo
P10-DLL1 apresentaram uma flutuacdo superior as outras duas replicatas, que, por sua vez,
comportaram-se de forma muito semelhante. No complexo P12-DLL1, todas as repeticdes
apresentaram um perfil de RMSF praticamente idéntico.

De maneira geral, as CDRs das cadeias leves nas duas estruturas foram as
regibes de menor variacdo, podendo indicar que o0s residuos presentes nessas regides estdo
envolvidos ativamente na interacdo. N&o obstante, os aminoacidos que fazem parte dos
peptideos ligantes foram os que apresentaram maior flutuacdo média, o que é esperado dado

0 alto contetdo de glicinas nessas algas.
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Figura 24 - Flutuacdo dos residuos dos scFvs P10 e P12 nos complexos com DLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. Na imagem, A e B ilustram os RMSFs dos Ca nos residuos dos scFvs P10
(replicatas em tons de vermelho) e P12 (replicatas em tons de verde) quando complexados a DLL1. As regides
correspondentes aos peptideos ligantes flexiveis estdo marcadas em cinza nos graficos. J& os CDRs foram
coloridos de acordo com o codigo de cores estabelecido na Figura 13, com CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3, CDR-

L1, CDR-L2 e CDR-L3 em tons de vermelho, verde, azul, amarelo, rosa, e laranja, respectivamente.

Na Figura 25, foram indicadas as flutuagdes dos residuos do DLL1 (A) em
sua forma ndo ligada (B), em complexo com o scFv com peptideo ligante de 10 residuos de
aminoéacidos (C) e em complexo com o scFv com 12 residuos no conector (D). Assim como
a flutuacdo do scFv na replicata 3 do complexo P10-DLL1 foi superior a das demais
replicatas, 0 mesmo foi observado para flutuacdo dos residuos do antigeno. O DLL1 presente
em complexo a P10 apresentou redu¢do no RMSF na alga 3-B4; ja quando complexado a
P12, tal diminuicdo ocorreu principalmente nas alcas p2-p3 e B5-p6. Tais regides estdo
envolvidas nas interacdes.

Os resultados encontrados indicaram uma baixa flutuacdo média geral nos
residuos presentes dentro das regides determinantes de complementariedade. A excecdo de
uma das replicatas do complexo P10-DLL1, todas as repeticdes apresentaram resultados
muito semelhantes. Os valores mais altos de RMSF encontrados na replicata 3 de P10-DLL1
podem indicar uma flutuacdo na estrutura inteira ou podem refletir apenas grandes
deslocamentos de um pequeno subconjunto estrutural dentro de uma estrutura geral mais
rigida (MARTINEZ, 2015). J4 no ligante, as regides de maior flexibilidade em todos os casos
foram o dominio DSL e a al¢a que conecta as fitas entre as duas folhas 1 e 2 que compde

0 dominio C2.
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Figura 25 - Flutuacdo dos residuos do DLL1 livre e em complexo com P10 e P12
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Fonte: elaborado pelo autor. Na imagem, A ilustra o arranjo de duas folhas-B de quatro fitas que formam o

dominio C2; a direita, as fitas correspondentes estdo marcadas em vermelho na estrutura 3D. B, C e D

representam os valores de RMSF referente aos Ca dos residuos de DLL1 em sua forma livre (replicas em tons

de amarelo) e nos complexos com P10 (tons de vermelho) e P12 (tons de verde), respectivamente.



O enovelamento adequado de macromoléculas bioldgicas esta entre 0s
principais problemas encontrados pela biologia molecular e biofisica. A correlagdo entre a
taxa de enovelamento e os parametros que refletem a compactacdo de uma estrutura proteica
pode ser encontrada em diversas 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 esta relacionado a forma global da molécula de
proteina e reflete a propagacao espacial da massa proteica (LIKIC et al., 2005).

A analise do Rg dos scFvs nos dois complexos revelou que tais estruturas néo
progridem para uma estrutura mais compacta nem, tampouco, tendem a desnaturacdo ao
longo da simulagdo, mas mantém valores estaveis proximos a 1,80 nm durante os 250 ns de
DM (Figura 26). Tal fato é reiterado pela analise do Rg nos eixos X, y e z, onde quaisquer
alteracdes em um dos eixos é imediatamente compensada por modificacGes nos demais de
forma a manter uma média estavel (Apéndice F).

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

manutencdo das estruturas nativas.

Figura 26 - Variacao do raio de giro total nos complexos P10-DLL1 e P12-DLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. Os graficos A e B sdo representativos do raio de giro total nos complexos P10-
DLL1 (tons de vermelho) e P12-DLL1 (tons de verde), respectivamente. Os valores de Rg em ambos os

complexos se mantiveram estaveis e proximos a 1,80 nm ao longo do tempo simulado.
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As ligacdes de hidrogénio tém um papel proeminente na formacéo da estrutura
secundaria e na estabilizacdo da estrutura tercidria devido as interacGes entre partes da
proteina que estdo distantes em sequéncia. Assim, elas estabilizam estruturalmente grandes
partes das proteinas (GOHLKE; KUHN; CASE, 2004). Além disso, tais interacGes
representam um ponto-chave no reconhecimento e especificidade molecular para formagéo
de complexos proteicos (KURODA; GRAY, 2016).

Figura 27 - Variagdo do numero total de ligagdes de hidrogénio totais em funcdo do tempo

nos complexos de P10 e P12 com DLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. Os gréficos ilustram a varia¢do do numero total de liga¢des de hidrogénio ao longo
da simulagdo. Enquanto em A encontram-se os valores obtidos para o complexo P10-DLL1, em B estdo os

obtidos para o complexo P12-DLL1.

Em ambos os complexos, ha uma tendéncia geral a estabilizacdo do nimero
total de ligac6es de hidrogénio, onde ligacdes quebradas e formadas somam um valor médio
proximo a 260 durante os 250 ns de simulacdo (Figura 27). N&o obstante, 0 numero médio
de ligagdes de hidrogénio presentes na interface de interacdo do complexo contendo P12 é
superior a tal valor para o complexo P10-DLL1: enquanto neste a média é de 3 ligagdes
hidrogénio, naquele a média é de 8 ligacGes (Figura 28). Essa diferenca era previamente
esperada diante da maior complementariedade eletrostatica observada na interface ente P12
e DLL1. Tais interagdes encontradas nas interfaces de ambos os complexos séo fonte de
energia livre favorecendo o estabelecimento da ligacdo (XU; TSAI; NUSSINOV, 1997).
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Figura 28 - Variacdo da quantidade de ligacGes de hidrogénio na interface dos complexos
P10-DLL1 e P12-DLL1 em funcédo do tempo
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Fonte: elaborado pelo autor. Os gréficos ilustram a variacdo do nimero de liga¢@es de hidrogénio envolvendo
apenas os residuos da interface da interacdo ao longo da simulagdo. Em A encontram-se 0s valores obtidos para

0 complexo P10-DLL1 e em B estdo os obtidos para o complexo P12-DLL1.

Enquanto as ligacdes de hidrogénio parecem ser fundamentais para a
manutencdo da interacdo no complexo P12-DLL1, as pontes salinas aparecem com
prevaléncia no complexo P10-DLL1 (Figura 29). As pontes salinas sdo avaliadas pela
distancia entre &tomos doadores (N da lisina; N¢, N"! e N"? da arginina; N°®' e N°? da histidina;
e 0 N-amida presente na extremidade aminoterminal) e aceptores (O%' e O®* do &cido
glutdmico; O e 02 do 4cido aspartico; e os dois &tomos oxigénio do grupo carboxil presente
na extremidade carboxiterminal), que deve ser menor ou igual a 0,4 nm (BARLOW,
THORNTON, 1983).

Apesar de, a principio, ndo ter sido verificada evidéncia de uma
complementaridade de cargas na interface de P10-DLL1, a realizagdo de simulagGes de
dindmica molecular all-atom pode levar a uma redistribuicdo de cargas que tem profundo
efeito sobre as dindmicas de interacdo (CHEHELAMIRANI; TANG, 2017). Na interface do
sistema P10-DLL1, foram evidenciadas a formacgdo de cinco pontes salinas: duas destas
partem do mesmo residuo de acido glutdmico do alvo (Glul10), mas interagem com residuos
de lisina diferentes no scFv (Lys12 e Lys169); outras duas lisinas, desta vez do DLL1 (Lys14
e Lys15), interagem com Glu232 do scFv.

A interagdo entre Glul0 do DLL1 e Lys12 do scFv aparenta ter carater
transiente na replicata 1, mas se mantém de forma satisfatoria a partir dos 100 ns de simulacéo
na replicata 2 e durante toda a replicata 3. Ja aquela formada entre Glul0 e Lys169, apesar

de ser recorrente apenas em duas das repeti¢fes, se mantém de forma consideravelmente



estavel nas mesmas. A ponte salina formada entre Glu232 do fragmento de anticorpo e Lys14
do ligante permanece estavel entre os 50 ns e 175 ns de simulagdo, mas é rompida ao fim da
mesma. Quatro das cinco pontes salinas identificadas envolvem residuos presentes na cadeia

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

Figura 29 - Distancia entre os atomos doadores e aceptores dos residuos formadores de pontes
salinas na interface do complexo P10-DLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. Os graficos mostram a distancia entre os atomos doadores e aceptores dos residuos
que formam pontes salinas na interface de interacdo do complexo P10-DLL1. Em A, encontra-se o par de
residuos Glu10, do DLL1, e Lys12, do scFv; em B, 0 mesmo acido glutdmico do ligante interage com a Lys169
do scFv; em C, Glu208 do fragmento de anticorpo € pareado a Lys166 do DLL1; e em D, Glu232 do scFv
interage em uma das repeticGes com Lys14, e em outra com Lys15. Os diferentes tons de vermelho ilustram as
diferentes replicas de simulacao, e em D, simbolos diferentes foram designados para cada interagéo estabelecida
a partir de Glu232.

Um estudo estatistico sobre a presenca de ligagdes hidrogénio e pontes salinas
em 319 interfaces de interacdo proteina-proteina de complexos determinados

experimentalmente depositados no PDB demonstrou que o namero médio de pontes salinas
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por interface € igual a dois (XU; TSAI; NUSSINOV, 1997). As pontes salinas encontradas
na interface do complexo P10-DLL1, portanto, superam tal média, e podem ser consideradas
preponderantes a manutencdo da especificidade e estabilidade na mesma. No complexo P12-
DLL1, em contrapartida, apenas uma ponte salina transiente foi encontrada na interface. A
interacdo, formada a partir do par de residuos Glul0 do ligante e Lys12 do scFv, consegue
se manter de maneira oscilante apenas durante os primeiros 125 ns de simulagdo. Tal

informacao foi retirada da Figura 30.

Figura 30 - Distancia entre os &tomos doadores e aceptores dos residuos formadores

de pontes salinas na interface do complexo P12-DLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. O grafico mostra a distancia entre os &tomos doadores e aceptores dos
residuos que formam a ponte salina entre os residuos Glul0 e Lys12 na interface de interagdo do

complexo P12-DLL1. Os diferentes tons de verde ilustram as diferentes replicas de simulacéo.

A energia total calculada para os dois complexos comprovou a validade fisica
das simulacGes, uma vez que tais valores ndo demonstraram grandes variacdes ao longo do
tempo (Apéndice G). Ndo obstante, os valores substancialmente mais negativos de energia
para o complexo P10-DLL1 em detrimento ao complexo P12-DLL1 forneceram os primeiros
indicios da maior estabilidade do mesmo. No intuito de elucidar de forma mais assertiva o
modo de ligagdo mais favoravel ao scFv no seu ligante, foram calculadas as energias livres
de ligacdo em todas as replicatas dos dois complexos fazendo uso do método MM/PBSA.

MM/PBSA ¢é considerado o método mais popular para estimativa de energia
livre de ligacdo (AGping) € tem sido usado com sucesso para avaliar as interacfes proteina-
proteina (KOLLMAN et al., 2000; ROY et al., 2019). Como o programa GMXPBSA néo

considera o termo entropia nos calculos de energia livre de ligacéo, os resultados obtidos séo



88

adequados apenas para comparar ligantes semelhantes, como os aqui estudados (ESLAMI et
al., 2015). N&o obstante, exemplos na literatura mostraram que a incluséo do termo entrdpico
nos calculos de MM/PBSA ndo melhorou a precisdo da predicéo da energia livre de ligacao
e, portanto, poderia ser negligenciado com seguranca (HOU et al., 2011).

Vale ressaltar que o modo de ligagdo com o menor AGuing € aquele
considerado mais favoravel energeticamente (WANG et al., 2001), e no qual a utilizacéo do
fragmento de anticorpo resultard em efeitos inibitorios mais significativos (ESLAMI et al.,
2015). Os valores para os termos de energia calculados pelo GMXPBSA para as trés
replicatas do complexo contendo P10 podem ser encontrados nos Apéndices H, | e J; ja os
resultados para o sistema com o scFv P12 estdo contidos nos Apéndices K, L e M. Um

sumario dos mesmos pode ser visualizado na Tabela 14.

Tabela 14 — Energia livre de ligagdo nos complexos entre os scFvs e DLL1, obtidos pela
anélise por MM/PBSA

Contribuicbes Polares Contribuicbes ndo-polares
ComplexoiReplcata | oz | “0E | G | Tpelar | naopolar | vaw | AGw
P10-DLL1/1 -21,94 113,66 -135,59 -75,49 -8,35 -67,11 -97,42
P10-DLL1/2 -23,69 170,51 -194,20 -70,24 -8,78 -61,47 -93,93
P10-DLL1/3 2,77 77,21 -74,44 -71,19 -7,92 -63,24 -68,42
P12-DLL1/1 130,55 357,55 -226,99 -99,81 -11,60 -88,2 30,73
P12-DLL1/2 127,16 329,24 -202,08 -103,75 -11,15 -92,60 23,40
P12-DLL1/3 113,33 291,03 -177,70 -95,68 -10,70 -85,00 17,65

Fonte: elaborado pelo autor. Todos os valores de energia livre estdo dados em kcal/mol. Quanto mais negativo

for 0 AG, maior a contribuicdo do componente ao estabelecimento do complexo.

Os valores encontrados para a AGpina NO complexo P10-DLL1 séo
consideravelmente melhores que no P12-DLL1, mesmo considerando a margem de erro
fornecida pelo programa. Os valores positivos para a energia livre de liga¢éo no sistema P12-
DLL1 (30,73 kcal/mol; 23 kcal/mol; 17,65 kcal/mol) demonstram que o estabelecimento da

interacdo entre o scFv com peptideo ligante de 12 residuos e o antigeno no modo de ligacao



obtido pelo HADDOCK ¢ energeticamente desfavoravel e, portanto, improvavel de ocorrer
naturalmente. Adicionalmente, as contribuicdes mais prejudiciais a interacéo séo fornecidas
pelos termos polares do MM/PBSA (AG polar e AG de solvatagao polar).

Ja em P10-DLL1, a energia livre de ligacdo nas trés replicatas é de,
respectivamente, -97,42 kcal/mol, -93,93 kcal/mol e -68,42 kcal/mol. A andlise dos
resultados mostrou que os termos couldombicos, de van der Waals e ndo polares foram o0s
mais favoraveis a formacédo do complexo, enquanto o termo de solvatacéo polar foi o mais
prejudicial.

A partir do uso do MM/PBSA, foi possivel elucidar a natureza precisa das
forgas motrizes que levam a interagdo entre scFv-antigeno. Tendo em vista os valores de
energia de ligacdo obtidos juntamente ao incremento do iRMS e da area acessivel ao solvente
na replicata 2 do sistema P12-DLL1, evidencia-se uma forte tendéncia ao rompimento desse
complexo. Em contraste, os valores negativos de AGping do complexo P10-DLL1 comprovam
a coesdao da interface entre essas proteinas estabelecida através do iRMS e SASA. Portanto,
a combinacgdo do docking molecular a DM seguida da analise por MM/PBSA - considerada
uma abordagem de interesse na modelagem de complexos proteicos (WANG et al., 2001) -
permitiu identificar o modo de ligag&o assumido pelo complexo P10-DLL1 como aquele no

qual a interacdo entre as duas proteinas € mais energeticamente favoravel.

45  Mutagénese computacional

A formacédo do complexo P12-DLL1 néo € energeticamente favoravel e, por
conseguinte, é improvavel de acontecer naturalmente em sistemas bioldgicos. Mesmo assim,
prosseguiu-se com a analise computacional para mutagénese em ambos os complexos, a fim
de obter estruturas otimizadas que potencialmente obtivessem melhores resultados na analise
por MM/PBSA.

A procura pelos hot-spots da interacéo € uma etapa indispensavel na busca da
otimizacdo dos modelos proteicos analisados. Em trés dos métodos utilizados, mutagdes
Unicas por alanina foram realizadas para avaliar qualitativamente a contribuicéo de residuos
da interface para interagdo (PAISSONI et al., 2014); dentre estes, o software GMXPBSA
apresenta 0 método mais robusto, por fazer os calculos de ASM em todos os 100 quadros
obtidos de cada trajetdria. As substitui¢cGes por alanina que produziram valores de diferenca

de energia livre de ligagdo (AAGuind) positivos na analise pelo GMXPBSA tém todos o0s seus
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termos de energia descritos nos Apéndices H, | e J para o complexo P10-DLL1; e nos
Apéndices K, L e M para o sistema P12-DLL1.

Os resultados para os demais programas podem ser visualizados nos
Apéndices N e O. Um sumario das analises com o GMXPBSA nas trés replicatas do
complexo P10-DLL1 em conjunto com os produtos obtidos através dos cinco servidores
usados esté ilustrado na Figura 31. Em P10, todos os hot-spots foram identificados dentro
das regides de framework, e todos, a excecdo do residuo 165, estdo localizados na cadeia
pesada. O residuo de nimero 112 - uma leucina adjacente a CDR3 da cadeia pesada - foi o
unico identificado como hot-spot por todos 0os métodos. Os amino&cidos leucina, glutamina

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

Figura 31 - Hot-spots da interacdo scFv-antigeno no complexo P10-DLL1

N‘{go PREDHS HotRegion Robetta KFC2 DrugScore GP/1 GP2 GP/3
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Fonte: elaborado pelo autor. GP/1 — GMXPBSA replicata 1; GP/2 - GMXPBSA replicata 2; GP/3 -
GMXPBSA replicata 3. Multiplas metodologias para identificacdo de hot-spots foram utilizadas a fim de
aumentar a confiabilidade dos resultados; o empilhamento dos retangulos coloridos - cada um representando
um método diferente empregado - permite identificar em quais residuos houve maior consenso entre 0s
programas, tais aminoéacidos sendo aqueles considerados 0s mais importantes ao estabelecimento do

complexo. No complexo P10-DLL1, dois dos mais importantes hot-spots foram os residuos 93 e 112.

Vale ressaltar que os hot-spots identificados neste complexo ndo estdo
contidos dentro das CDRs, regides onde as principais interagdes com o epitopo antigénico
devem ser estabelecidas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). N&o obstante, grande parte

dos aminoéacidos identificados estd na interface da interacdo. Alem disso, existem relatos de
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que alguns aminoacidos presentes em regides de framework podem participar ativamente da
interacdo e contribuir para especificidade de ligacdo (JEFFREY et al., 1993). Analises mais
completas de mutacdo dentro das CDRs podem levar a um melhor entendimento do papel
desses residuos para o estabelecimento do complexo.

No sistema P12-DLL1, onze dos trezes residuos identificados como hot-spots
na Figura 32 estdo contidos dentro das regides determinantes de complementariedade. Além
disso, cinco desses aminoacidos estdo na CDR3 da cadeia pesada, o que estad concordancia
com o fato dessa regido altamente diversa ser a principal determinante da especificidade no
reconhecimento dos antigenos (XU; DAVIES, 2000). A fenilalanina localizada na posicao
223 - contida na CDR3 da cadeia leve - foi o Gnico residuo a ser identificado como hot-spot

em todos os métodos.

Figura 32 - Hot-spots da interagdo scFv-antigeno no complexo P12-DLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. GP/1 — GMXPBSA replicata 1; GP/2 - GMXPBSA replicata 2; GP/3 -

GMXPBSA replicata 3. Cada retangulo é representativo da identificagdo, através das metodologias indicadas,

dos residuos como hot-spots; o reconhecimento de um mesmo residuos por mais de um programa contribui
para maior confiabilidade dos resultados. No complexo P12-DLL1, os hot-spots mais recorrentes foram os
residuos 101, 102, 161, 220 e 223.

Dentro dos residuos encontrados em posic¢Ges de alta importancia em P12, o
aminoacido que aparece com mais frequéncia é a tirosina, representando 23% do total de hot-

spots. A notdria diferenca na frequéncia em que os aminoacidos aparecem como hot-spots e



a grande relevancia da participacdo de residuos de natureza hidrofébica para o
estabelecimento de complexos proteina-proteina ja havia sido relatada por Bogan e Thorn
(1998). Nesse contexto, a relevancia da tirosina € dada pela sua capacidade de estabelecer
tanto interagdes m-aromaticas quanto ligacdes hidrogénio em seu grupo 4-hidroxil (BOGAN;
THORN, 1998).

De posse das informagdes de quais residuos sdo essenciais para o
estabelecimento dos complexos, e em cuja realizacdo de mutacdes poderiam acarretar a
manifestacdo de efeitos deletérios, seguiu-se com a andlise para realizacdo da mutagénese
computacional. Para obtencéo de resultados mais acurados, foi feito o uso combinado de dois
métodos baseados em diferentes paradigmas e que exploram diferentes caracteristicas
estruturais da proteina (CHEN; LIN; CHU, 2013). Enquanto o BeAtMuSiC é baseado em um
conjunto de potenciais estatisticos adaptados a representacdo coarse-grained de proteinas
que permitem uma avaliacdo rapida de todas as mutacdes possiveis no complexo, 0 mMCSM-
Ab é um servidor baseado em aprendizado de maquina voltado para avaliacdo de complexos
envolvendo anticorpos que faz uso de assinaturas estruturais que modelam as propriedades
geométricas e fisico-quimicas da interacdo (DEHOUCK et al., 2013; PIRES; ASCHER,
2016).

Além de fazer uso da estrutura inicialmente docada, também foram
selecionados os cinco quadros com a menor energia de ligacdo em cada replicata para anélise
das mutacGes a fim elucidar os efeitos das alteracdes nas conformacfes mais favoraveis
geradas pelas DM. Tal selecéo foi possivel através da andlise dos resultados obtidos com
MM/PBSA. Assim, para uma mutacdo ser considerada benéfica, a mesma deve ser
considerada favoravel por ambos os programas em todas as dezesseis estruturas submetidas
aos servidores para cada complexo (a estrutura inicial e as cinco de menor energia de cada
replicata obtidas a partir da DM).

Na Figura 33, é possivel identificar os valores de AGuing a0 longo dos 100
quadros calculados pelo GMXPBSA nos dois sistemas. Na replicata 1 do complexo P10-
DLL1, os quadros selecionados foram o 20, 40, 46, 54 e 66; na replicata 2, foram escolhidos
os quadros 27, 29, 48,51 e 67; e nareplicata 3, foram destacados os quadros de menor energia
27,28, 29, 30 e 76. Ja no complexo P12-DLL1, 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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Figura 33 - Energia livre de ligagéo ao longo da simulagdo nos complexos P10-DLL1 e P12-
DLL1
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Fonte: elaborada pelo autor. Os graficos mostram os valores de energia livre de ligacdo (AGuing) €m fungéo do
namero de quadros extraidos das trajetorias das simulagdes pelo GMXPBSA. Em A estdo os numeros referentes

ao complexo P10-DLL1, e em B aqueles que sdo representativos do complexo P12-DLL1.

Para o complexo contendo o scFv P12, excluindo quaisquer alteracfes
sugeridas para os residuos previamente identificados como hot-spots por pelo menos trés dos
métodos utilizados, ndo foram encontradas modificacbes que atendessem 0s requisitos
supracitados. J& no sistema P10-DLLI1, duas possiveis alteracdes benéficas foram
identificadas. A mutacdo da treonina na posi¢do 91 para triptofano obteve valor de alteracao
de afinidade prevista pelo mCSM-AB (AAG) igual a 0,31 kcal/mol e a mudanga no AAGpind
predita pelo BeAtMuSIC igual a -0,52 kcal/mol, ambos indicando um aumento da afinidade

associado a mutacéo.

Tabela 15 — Mutagdes benéficas em P10, preditas pelos servidores mCSM-Ab e

BeAtMuSiC
Residuo | Mutagdo | AAG (mCSM-Ab) AAGyind (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 positivos de AAG séo representativos de um ganho
na afinidade para o servidor mCSM-Ab, valores negativos de AAGuina N0 BeAtMuUSIiC séo
indicativos da melhora na afinidade a partir da mutacéo. A avaliacdo do impacto de cada mutacdo
em um total de dezesseis estruturas permitiu a identificacdo de alteragdes benéficas na treonina

localizada na posicéo 91 de P10, e na glutamina de nimero 165.
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J& para a glutamina na posicdo 165, foram identificadas trés alteracdes
favoraveis: as substituigdes pelo triptofano, tirosina e fenilalanina resultaram em valores de
AAG e AAGping iguais a, respectivamente, 0,538 kcal/mol e -0,31 kcal/mol; 0,351 kcal/mol e
-0,38 kcal/mol; 0,281 kcal/mol e -0,55 kcal/mol. Em todos os quadros utilizados, as analises
de tais mutacGes por ambos os servidores resultaram em aumento da afinidade. Tais
resultados estdo sumarizados na Tabela 15. A Figura 34 mostra os residuos do antigeno mais

préximos aos dois aminoacidos citados.

Figura 34 - Residuos do antigeno proximos a Thr91 e a GIn165 do scFv no complexo P10-
DLL1

Fonte: elaborada pelo autor. Os residuos do scFv estdo coloridos em laranja e os do antigeno, em 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 na posigdo 91, que estd a 0,31 nm de uma arginina, a 0,44 nm de uma
cisteina e a 0,37 nm de uma prolina do DLL1; ja em B, a glutamina na posi¢do 165 do fragmento de anticorpo

encontra-se em destaque, que por sua vez estd a 0,35 nm de uma fenilalanina do DLL1.

A treonina é considerada um aminoacido levemente polar, embora seja
bastante neutro em relagdo a mutagdes (BETTS; RUSSELL, 2003). A treonina na posigao 91
do scFv encontra-se a menos de 0,5 nm de uma prolina, uma arginina e uma cisteina do
DLL1. Residuos prolina e aromaticos podem interagir favoravelmente entre si, devido ao
efeito hidrofobico e a interacdo entre a porcdo aromatica e as ligagdes C-H polarizadas -
resultantes do deslocamento de elétrons dos atomos de hidrogénio adjacentes ao nitrogénio
carbonil e amida - através da interagdo CH/m, que pode ocorrer intermolecularmente em
interacOes proteina-proteina (ZONDLO, 2012).

InteracOes cation-n sdo reconhecidas como um tipo importante interagao nao
covalente para a biologia estrutural. Nestas, cations de aminoacidos positivamente
carregados se ligam a face pi de uma estrutura aromatica com uma forca surpreendentemente

forte (DOUGHERTY, 1996). O posicionamento do grupo -NH préximo a anéis aromaticos
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é, inclusive, mais favoravel do que uma interagdo analoga envolvendo uma amina neutra
(MEOT-NER; DEAKYNE, 1985). Apesar de nem todos os contatos cation-aromaticos
representarem interacdes cation-m energeticamente favoraveis, estudos sugerem que o
triptofano € o aromatico mais provavel de estar envolvido em uma interacdo cation-m, com
26% dos triptofanos nas estruturas tridimensionais avaliadas envolvidos em interagdes
cation-m energeticamente significativas; além disso, residuos de arginina s3o mais provaveis
do que os de lisina de participarem desse tipo de interacdo (GALLIVAN; DOUGHERTY,
1999).

A substituicdo da treonina por um triptofano na posi¢édo 91 pode levar ao
estabelecimento de novas interagbes com os residuos de arginina e prolina do DLL1
favoraveis ao estabelecimento do complexo. J& GInl65 encontra-se proXimo a uma
fenilalanina do antigeno. A glutamina é um aminoacido polar e, por isso, é preferencialmente
substituida por outros residuos polares (BETTS; RUSSELL, 2003). Ndo obstante, estudos
aprofundados sobre as interacbes anticorpo-antigeno indicam que cadeias laterais aromaticas,
principalmente de grupos tirosil, constituem grande parte dos paratopos funcionais (PENG
et al., 2014). Interacdes ndo-covalentes entre anéis aromaticos (n-) podem estar envolvidas
na estabilizagdo de complexos intermoleculares; por isso, a substitui¢do da glutamina por um
dos trés aminoécidos aromaticos sugeridos pode levar a formacéo de novas interacées.

Apesar da avaliacdo preliminar dos parametros bioquimicos envolvendo as
substituicdes, e as possiveis novas interacdes formadas a partir da realizacdo das mutagdes
sitio-especificas, apenas com a avaliacdo através de simulacGes de dinamica molecular é
possivel elucidar de forma mais concisa os efeitos de cada troca no estabelecimento do
complexo entre o fragmento de anticorpo com peptideo ligante flexivel com 10 residuos e o
antigeno DLL1. A partir da reproducdo da metodologia de docking utilizada na obtencéo
deste complexo, que fez uso do programa ClusPro, foram recuperados os modos de ligacdo
de menor energia utilizando o modo de pontuacao balanceado para cada mutante. A avaliacéo
do iRMS, proveniente da analise da trajetoria das simulagdes de DM com aquecimento para

tais estruturas, pode ser feita a partir da Figura 35.
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Figura 35 - Estruturas resultantes do docking entre DLL1 e os scFvs mutados através do
programa ClusPro e variagdo do iIRMS das mesmas durante simulagdes de DM com

aquecimento

A B
1.50
1.25 Mutaciao Tamanho do cluster  Pontuacao ponderada
T91W 161 -788.6
E 1.00 QI65F 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
TIITW/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. Em B estéo listados o tamanho dos clusters e a pontuagdo ponderada referente ao
modelo de pontuagdo balanceado para os modos de ligacdo obtidos através do docking ente DLL1 e os scFvs
mutados fazendo uso do programa ClusPro. J& em A estdo colocadas as variagdes do iRMS, dadas em
nandmetros, ao longo do tempo (em nanosegundos) das simula¢des de DM com aquecimento as quais tais
complexos foram submetidos. As cores das mutagdes na tabela s@o as mesmas utilizadas no gréafico. Enquanto
as mutagdes simples estdo representadas em linhas continuas, muta¢fes duplas estdo representadas em linhas

tracejadas.

Apesar dos valores referentes a pontuacdo ponderada do ClusPro terem sido,
em sua maioria, melhores do que aqueles encontrados para o scFv nativo (-680,7), observou-
se que, em todos os complexos contendo os fragmentos de anticorpos mutados, os valores de
IRMS superaram a linha de corte estabelecida em 0,5 nm. O duplo mutante T91W/Q165F
apresentou os melhores resultados tanto para a pontuacdo fornecida pelo ClusPro, quanto
para variacdo do iRMS, onde tal estrutura manteve a termoestabilidade em todas as etapas de
aquecimento, a excecdo da ultima, que eleva a temperatura a 390 K.

N&o obstante, vale ressaltar que foi simulada apenas uma estrutura para cada
mutacao proposta. Como discutido no tépico 4.2, as fungdes de ranqueamento dos programas
de docking nem sempre sao eficientes em classificar as estruturas mais proximas as nativas
como aquelas que possuem a melhor pontuacdo. Portanto, os resultados obtidos ndo séo
significativos para afirmar que as mutagcfes propostas ndo favorecem as interagfes, mas

ressaltam a necessidade da realizacdo de novas simulagOes aquecidas testando outras



estruturas que utilizem tanto o0 modelo de pontuacdo balanceado como outros modelos de
pontuacgéo na classificacdo do ClusPro.
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5 CONCLUSOES

Através deste trabalho, obtiveram-se 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 de checkpoint PD-1, como havia sido conjecturado
anteriormente. A metodologia de docking validada 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 que a posicao biologicamente mais plausivel para interacdo entre o fragmento de
anticorpo a DLL1 é no dominio C2 desta proteina. Ainda dentro desses dois sistemas,
elucidou-se que as contribuicdes energéticas que mais favorecem a formacéo dos complexos
advém dos termos couldmbicos, de van der Waals e néo polares.

Finalmente, foram identificadas mutacGes energeticamente favoraveis a
interacdo nos residuos 91 e 165 do scFv com peptideo ligante flexivel de dez residuos, que
podem levar a otimizacdo das interacdes com seu alvo molecular. A validacdo dos complexos
contendo as estruturas mutadas juntamente ao DLL1 através de simula¢des com aquecimento
ndo levou a recuperacdo de complexos termoestaveis. Ndo obstante, foi utilizado na
simulacdo apenas o0 modo de ligacdo de melhor pontuacdo ponderada do ClusPro para cada
mutante, e, como foi demonstrado na etapa de validacdo, frequentemente as funcdes dos
programas de docking falham em reconhecer a melhor estrutura produzida como aquela de
melhor pontuacdo. Faz-se necessaria, assim, a realizagdo de simulacGes de DM utilizando
outros modos de ligacdo para que seja feita uma avaliacdo mais ampla dos efeitos das
mutacgdes sobre o complexo.

Portanto, através da aplicacdo de tais mutacdes, foram obtidas sequéncias
otimizadas para o fragmento de anticorpo produzido a partir do pidilizumabe. A avaliacdo
de tais mutantes através de testes in silico e in vitro, a exemplo do ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA, do inglés “Enzyme-linked immunosorbent assay”) para avaliacdo da
reatividade ao ligante, ou da microcalorimetria e da ressonancia plasmonica de superficie,
para averiguacdo do aumento ou diminuicdo da afinidade entre as proteinas a partir da
realizacdo das mutacdes, permitirdo elucidar se 0 novo biofarmaco proposto é superior ao

inicial.
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APENDICE A - LISTA DE ESTRUTURAS DETERMINADAS
EXPERIMENTALMENTE PARA O ECTODOMINIO DO PD-1

Numero | PDB ID Mglecgla Tamanho | Resolucdo (A) |Valor-R| Detalhes Referéncia
Cocristalizada
LAZAR-
1 3RRQ - 129 1.8 0.214 1 mutacio MOLNAR et
al. (2012)
2 2M2D i 118 RMN i S/ mutacbes CHI(EZI\(I)(133§t al.
3 UMV - 129 1.424 0.161 2 mutagbes TA('\Z'Sig'M
4 6UMU i 129 1.183 0.154 3 mutacdes TA('\Z'&;'M
5 4ZQK PD-L1 115 2.45 0207 5/ mutagges Z’é’élest)a'
~  PASCOLUTTI
6 51US PD-L1 129 2.889 0.207 11 mutagdes et al. (2016)
7 6UMT PD-L2 140 1.986 0.198 3 mutagdes TA('\Z'Sigf'M
Fv do ~. HORITAZ etal.
8 5B8C Pembrolizumabe 139 2.146 0.184 1 mutacdo (2016)
Fab do x LEE et al.
9 5GGS Pembrolizumabe 123 1.997 0.179 1 mutacdo (2016)
Fab do x NA et al.
10 5JXE Pembrolizumabe 114 2.9 0.261 1 mutacio (2017)
Fab do x LEE et al.
11 5GGR Nivolumabe 125 3.3 0.222 1 mutacio (2016)
Fab do ~ TAN etal.
12 5WT9 Nivolumabe 173 2.401 0.187 S/ mutacbes (2017)
Fab do ~ LIU et al.
13 6JBT Toripalimabe 157 2.47 0.201 S/ mutagdes (2019)
~ FENWICK et
14 6HIG Fab do NBOla 118 2.2 0.215 1 mutagdo al. (2019)
Fab do MW11- ~  WANGetal.
15 6JJP h317 147 29 0.207 S/ mutagdes (2019)
16 6J15  FabdoGY-5 120 2.6 0.212 S/ mutagdes C"'(';'O\'lgg al.
17 6J14  Fabdo GY-14 115 1.4 0.215 S/ mutagBes CH('SQHS; =
18 6KOY  FabdomAbOS9c 143 1.7 0171 1 mutacéo ngoitgi‘"

Fonte: elaborado pelo autor. O tamanho das sequéncias faz referéncia ao nimero de residuos de aminoacido

que as constituem.



APENDICE B - LISTA DE ESTRUTURAS DETERMINADAS
EXPERIMENTALMENTE PARA O ECTODOMINIO DO DLL1

Ndamero

PDB ID

Tamanho (n° de
residuos)

Resolucéo (A)

Valor-R

Detalhes

Referéncia

1

4XBM

531

3.2

0.258

S/ mutacbes KERSHAW

et al. (2015)

Fonte: elaborado pelo autor.
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APENDICE C - TESTES CLINICOS ENVOLVENDO ANTICORPOS ANTI-PD-1
CONTRA DIVERSAS MALIGNIDADES

Identificador do

Teste Clinico Compostos Indicacdo Fase Status Responsavel
NCT01352884 AMP-224 Carcinomaavancado 1  Concluido (2014) MEd'TE”CJUE)e HeE
Nivolumabe +
Lirilumabe; Tumores solidos Bristol-Mvers
NCTO01714739 Nivolumabe + avancados 12 Em andamento . y
. e Squibb (EUA)
Ipilimumabe + refratarios
Lirilumabe
Cancer de prostata
metastatico
. resistente a Bristol-Myers
NCT00730639 Nivolumabe Castracio; 1 Em andamento Squibb (EUA)
Melanoma; NSCLC;
RCC
Sidney Kimmel
Céncer colorretal Comprehensive
NCT01876511 Pembrolizumabe  com instabilidade de 2 Em andamento  Cancer Center at
microssatélite Johns Hopkins
(EUA)
Céncer géstrico;
NCT01848834  Pembrolizumabe  Concerdecabecae - g o amento MSD (EUA)
pescoco; tumor
urotelial; TNBC
Cancer gastrico;
Adenocarcinoma
Nivolumabe +/- pancreatico; Cancer Bristol-Myers
NCT01928394 Ipilimumabe de bexiga; Céancer de 1/2 - Em andamento Squibb (EUA)
ovario; TNBC;
SCLC
Nivolumabe +/- . .
NCTO02017717 Ipilimumabe vs SlelEstoiia 1/3  Em andamento Brls_toI-Myers
. recorrente Squibb (EUA)
Bevacizumabe
Nivolumabe +/-
Ipilimumabe; Carcinoma Bristol-Myers
NCT01658878 Nivolumabe vs hepatocelular 1/2 Em andamento Squibb (EUA)
Sorafenib
NCT01953692  Pembrolizumabe Malignidades o, £ ondamento MISD (EUA)
hematoldgicas
Nivolumabe +/- Bristol-Myers
NCT01844505 Ipilimumabe vs Melanoma 3 Em andamento . y
il Squibb (EUA)
pilimumabe
NRBIITELE Bristol-Myers
NCT01927419 Ipilimumabe vs Melanoma 2 Em andamento : y
Ipili Squibb (EUA)
pilimumabe
Nivolumabe + Bristol-Myers
L Mel i
NCT01024231 Ipilimumabe elanoma 1b Em andamento Squibb (EUA)
NIV Bristol-Myers
NCT01783938 sequencialmente ao Melanoma 2 Em andamento : y
- Squibb (EUA)
Ipilimumabe

Continua



Continuacdo
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Identificador do

Teste Clinico Compostos Indicagéo Fase Status Responsavel
Nivolumabe vs
Dacarbazina ou Bristol-Myers
NCTO1721746 o v onlatina/Placitaxel ~ icianoma 8  Emandamento o inh (FUA)
apos Ipilimumabe
Nivolumabe vs Bristol-Myers
NCT01721772 Dacarbazina Melanoma 3 Em andamento Squibb (EUA)
Nivolumabe + multiplos Ca;'éel_regx?gfrlgn d
NCT01176461 peptideos de classe 1 e Melanoma 1 Em andamento Research Institute
montanide ISA 51 VG (EUA)
Nivolumabe +/- H. Lee Moffitt
Ipilimumabe + '
NCT01176474  multiplos peptideos de Melanoma 1 Em andamento (I:?Zg:::ccr:\elnr:s(?triti?g
classe 1 e montanide (EUA)
ISA 51 VG
Nivolumabe +
Ipilimumabe; Bristol-Myers
NCT01621490 e Melanoma 1 Em andamento Squibb (EUA)
Nivolumabe
NCTO1704287 ~ "embrolizumabe vs Melanoma 2 Concluido (2019)  MSD (EUA)
quimioterapia
NCTO1g66319 " cmprolizumabe vs Melanoma 3 Concluido 2019)  MSD (EUA)
Ipilimumabe
NCT01295827 Pembrolizumabe Melanoma; NSCLC 1  Concluido (2018) MSD (EUA)
Nivolumabe +/-
Gencitabina/
Cisplatina,
Pemetrexede/ Bristol-Myers
NCT01454102 Cisplatina, NSCLC 1 Em andamento Squibb (EUA)
Carboplatina/Placitaxel,
Bevacizumabe,
Erlotinibe, Ipilimumabe
NCT01673867 Nivolumabe vs NSCLC 3 Emandamento Bristol-Myers
Docetaxel Squibb (EUA)
Nivolumabe vs Bristol-Myers
NCT01642004 Docetaxel NSCLC 3 Em andamento Squibb (EUA)
NCT01721759 Nivolumabe NSCLC 2 Emandamento gébsltt;ﬂ('\éﬁs)
Sidney Kimmel
Nivolumabe +/- Comprehensive
NCT01928576 Azacitidina/ NSCLC 2 Em andamento  Cancer Center at
Entinostat Johns Hopkins
(EUA)
NCTO1905657  Fembrolizumabe vs NSCLC 23 Emandamento  MSD (EUA)
Docetaxel
NCTO02007070 Pembrolizumabe NSCLC 1b  Concluido (2017) MSD (EUA)
NCT01472081 s,um“t'i'rffé'”g'aitée z:nibe Tumores solidos; 1 pry andamento Sristol-Myers
0, Fazop RCC Squibb (EUA)
ou Ipilimumabe
. Tumores sélidos; Bristol-Myers
NCT01354431 Nivolumabe RCC 2 Em andamento Squibb (EUA)
Nivolumabe vs Tumores s6lidos; Bristol-Myers
NCT01668784 Everolimo RCC 3 Em andamento Squibb (EUA)
NCT01358721 Nivolumabe Tumores solidos; o ciuido (2019)  Bristol-Myers

RCC
Continua

Squibb (EUA)
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Identificador do

Teste Clinico Compostos Indicacdo Fase Status Responsavel
. A Novartis
NCT02014636  "emorolizumabe +  Tumores solidos; 4, oneluido (2019)  Pharmaceuticals
Pazopanibe RCC (Sufca)
BMS-986016 +/- Tumores solidos; Bristol-Myers
NCT01968109 Nivolumabe RCC 1/2a  Em andamento Squibb (EUA)
Nivolumabe + Tumores solidos; ] Bristol-Myers
NCTO1629758 inrerleucina-21 RCC 1 Concluido (2014) g0 i (EUA)
Tumores sélidos; . MedImmune LCC
NCT02013804 AMP-514 RCC 1 Concluido (2017) (EUA)
Pembrolizumabe +/-
Cisplatina,
P, Tumores solidos;
NCT01840579 Carboplatina, Paclitaxel, ' 1 Em andamento MSD (EUA)

Nab-paclitaxel,

Ipilimumabe, Etoposido,

G-CSF

NSCLC

Fonte: elaborado pelo autor. NSCLC — Cancer de pulmé&o de células ndo pequenas; RCC — carcinoma de células
renais; TNBC — cancer de mama triplo negativo.
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APENDICE D - TESTES CLINICOS ENVOLVENDO ANTICORPOS
MONOCLONAIS INIBIDORES DA VIA DE NOTCH CONTRA O CANCER

Identificador do

Teste Clinico Compostos Alvo Indicacéo Fase Status Responsavel
- Concluido  Medlmmune LCC
NCTO01577745 MEDI0639 DLL4  Tumores solidos 1 (2015) (EUA)
Malignidades Concluido OncoMed
NCT01703572 OMP-52M51  Notchl linfoides 1 (2016) Pharmaceuticals,
refratarias Inc. (EUA)
Concluido g5
NCT01778439 OMP-52M51  Notchl Tumores sélidos 1 Pharmaceuticals,
(2016)
Inc. (EUA)
Carcinoma Concluido M.D. Anderson
NCT02662608 OMP-52M51  Notchl - - - Cancer Center
Adenoide Cistico (2016)
(EUA)
- . Regeneron
NCT00871559  REGNA42 pLL4 Tumoressolidos -, Concluido oo oo ticals
avancgados (2014)
(EUA)
Céncer
Demcizumabe + pancreatico Concluido OncoMed
NCTO01189929 Gemcitabina+/- DLL4 localmente 1b (2016) Pharmaceuticals,
Abraxane avangado ou Inc. (EUA)
metastatico
Demcizumabe + Concluido OncoMed
NCT01189968 Carboplatina+ DLL4 NSCLC 1b (2016) Pharmaceuticals,
Pemetrexede Inc. (EUA)
. A . OncoMed
NCT01189942 Demcizumabe + DLL4 Cancer corlqrretal 1b Concluido Pharmaceuticals,
FOLFIRI metastatico (2011)
Inc. (EUA)
Concluido gz
NCT00744562 Demcizumabe  DLL4  Tumores sélidos 1 Pharmaceuticals,
(2012)
Inc. (EUA)
Demcizumabe + Tumg;frﬁ?,'tfos Concluido OncoMed
NCTO02722954 Pembrolizumab DLL4 1b Pharmaceuticals,
avancados ou (2017)
e o Inc. (EUA)
metastaticos
Demcizumabe + Carcinoma OncoMed
NCT01952249 . DLL4 Peritoneal 1 Descontinuado  Pharmaceuticals,
Paclitaxel Lo
Primério Inc. (EUA)
OMP-59R5 + Cancer Concluido OncoMed
NCT01647828 Nab-paclitaxel Notch2/3 pancreético 1b/2 (2016) Pharmaceuticals,
+ Gemcitabina estagio IV Inc. (EUA)
Concluido ez
NCT01277146  OMP-59R5  Notch2/3 Tumores sélidos 1 Pharmaceuticals,
(2013)
Inc. (EUA)
OMP-59R5 + Cancer pulmonar Descontinuado OncoMed
NCT01859741  Etoposido +  Notch2/3 de células 1b/2 (com Pharmaceuticals,
Platina pequenas resultados) Inc. (EUA)

Fonte: elaborado pelo autor. NSCLC — Céancer de pulméo de células ndo pequenas.
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APENDICE E — TESTES CLINICOS ENVOLVENDO PIDILIZUMABE

Identificador do

Teste Clinico Compostos Indicacéo Fase Status Responsavel
Glioma pontino Hadassah Medical
NCT01952769 Pidilizumabe _>toma pon 1/2 Desconhecido Organization
intrinseco difuso
(Israel)
- R . Augusta
Pidilizumabe + Céncer de Descontinuado* A
NCT01313416 Gemcitabina pancreas 2 (com resultados) U?IIE\GE)IW
Pidilizumabe + Descontinuado® Augusta
NCTO01420965  Sipuleucel-T + Cancer de prostata 2 (com resultados) University
Ciclofosfamida (EUA)
Pidilizumabe +/- Beth Israel
vacinagao com Tumores solidos; Descontinuado* Deaconess
NCT01441765 células de fuséo RCC 2 (com resultados) Medical Center
RCC/DC (EUA)
PHEETIENE > Céancer colorretal Medivation Inc
NCT00890305 quimioterapia vs o 2 Concluido (2013)
o ; metastatico (EUA)
quimioterapia
Cancer de mama,
Pidilizumabe + cancer de coblon, National Cancer
NCTO01386502  Vacina genética  sarcoma, cancer de 1 Retirado .
- A Institute (EUA)
p53 ovario e cancer
pancreéatico
Ohio State
University
NCT02077959  enalidomida+ o maltiplo 12 Concluido (2019) COmPreensive
Pidilizumabe Cancer Center
(EUA)/CureTech
Ltd (Israel)
Pidilizumabe + Beth Israel
NCT01067287 ~ VAciNagao COM —yioloma maltiplo 2 Em andamento ., DCaconess
celulas de fusdo Medical Center
MC/DC (EUA)
NCT00532259  Pidilizumabe ~ Lifomadifusode 2 Concluido (2014) CureTech Ltd
grandes células B (Israel)
NCT01435369 Pidilizumabe = Melanoma metastético 2 Concluido (2013) Med('é?jﬁ)n Inc
NCT00966251  Pidilizumabe Carcinoma ~~—4»  pageontinuador  CUreTeCh L
hepatocelular primério (Israel)
. . . Northwestern
*
NCT02530125 Pidilizumabe Linfoma d]fuso de 2 Descontinuado University
grandes células B (com resultados)
(EUA)
M.D. Anderson
NCT00904722  Fidilizumabe + ) coroa folicular 2 Cancer Center

Rituximabe

Concluido (2015) (EUA)/CureTech

Ltd (Israel)

Fonte: elaborado pelo autor. *As principais causas para descontinuacao dos estudos foi a falta de financiamento

e problemas no fornecimento do imunobiologico.



APENDICE F - RAIO DE GIRO NOS EIXO0S X, Y E Z PARA OS SCFVS NOS
COMPLEXOS P10-DLL1 E P12-DLL1

1 1 ] 1
50 100 150 200 250
Tempo (ns)

1 1 T
50 100 150 200 250
Tempo (ns)

T T L]
50 100 150 200 250
Tempo (ns)

D

2.00

1.75

1.50

Rg (nm)
B

1.00
0.75

0.50

I
=

0 50

1 1
100 150
Tempo (ns)

1
200

250

1 L]
100 150
Tempo (ns)

T
200

250

1 T
100 150
Tempo (ns)

L
200

250

126

Fonte: elaborado pelo autor. Os itens (A), (B) e (C) correspondem ao raio de giro nas replicatas 1, 2 ¢ 3 do

complexo P10-DLL1 respectivamente; ja os nimeros (D), (E) e (F) representam o raio de giro nas trés replicatas

do sistema P12-DLL1. As linhas preta, cinza e cinza claro indicam as variacdes nos €ixos X, y € z,

respectivamente.
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APENDICE G — ENERGIA TOTAL DOS COMPLEXOS P10-DLL1 E P12-DLL1
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Fonte: elaborado pelo autor. Os graficos (A) e B) ilustram a energia total em fung¢do do tempo nos complexos

P10-DLLI (tons de vermelho) e P12-DLL1 (tons de verde), respectivamente.
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APENDICE H - RESULTADOS DO CALCULO DE MM/PBSA PARA A
REPLICATA 1 DO COMPLEXO P10-DLL1

Contribuictes Polares

Contribuic¢bes ndo-polares

AG
Mutacdo AG solv, AG Coul
polar
polar

AG
AG
nao Sr?;\é' Vﬁﬁ/ AGoind | AAGoind
polar polar

- -21,94 113,66 -135,59

LEUL11ALA -22,54 112,11 -134,66

GLN43ALA -22,85 111,66 -134,51

MET93ALA -22,18 112,01 -134,20

LEU112ALA -22,85 111,97 -134,80

GLN165ALA -22,33 112,49 -134,82

-75,49  -8,35 -67,11 -97,42 -

-7296  -8,14 -64,82 -95,49 1,93

-73,25  -8,19 -65,06 -96,11 1,31

-72,68  -8,33 -64,32 -94,86 2,55

-69,55  -8,19 -61,35 -92,38 5,03

-74,63  -8,33 -66,30 -96,97 0,45

Fonte: elaborado pelo autor. Os valores de AG e AAG estdo dados em kcal/mol.



APENDICE | - RESULTADOS DO CALCULO DE MM/PBSA PARA A
REPLICATA 2 DO COMPLEXO P10-DLL1

129

Contribuicdes Polares

Contribuicbes ndo-polares

AG
AG AG
Mutacéo AG solv, AG nao SOJV’ AG vdW | AGuoind | AAGybind
polar Coul néo
polar polar
polar
- -2369 17051 -19420 -70,24 -8,78 -61,47 -93,93 -

LEU11ALA -24,83 168,24  -193,08 -67,56 -8,47 -59,11 -92,43 1,50
GLN43ALA -24,62 166,88 -19150 -68,35 -8,57 -59,80 -92,98 0,95
MET93ALA -23,86 170,24  -194,11 -68,14 -8,76 -59,37 -92,00 1,93
LEU112ALA  -25,00 169,41 -194,42 -65,25 -8,62 -56,65 -90,25 3,67
GLN165ALA  -23,38 169,05 -192,43  -69,62 -8,76 -60,83 -93,00 0,93

Fonte: elaborado pelo autor. Os valores de AG e AAG estdo dados em kcal/mol.
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APENDICE J - RESULTADOS DO CALCULO DE MM/PBSA PARA A
REPLICATA 3 DO COMPLEXO P10-DLL1

Contribuictes Polares Contribuicbes ndo-polares
Mutacédo p?)l(;r S?)I(\}/, CAO(jI AS) II;?,O A(i;glv, Vﬁs\/ AGyind | AAGbind
polar polar

- 2,77 77,21 -74,44 -71,19 -7,92 -63,24  -68,42 -
LEU11ALA 0,66 74,37 -73,70 -68,19 -7,64 -60,54  -67,52 0,90

GLN43ALA 2,65 77,21 -74,56 -71,08 -7,92 -63,15  -68,42 0
MET93ALA 2,74 76,40 -73,66 -68,45 -7,83 -60,61  -65,68 2,74
LEU112ALA 1,71 74,63 -72,91 -66,13 -7,71 -58,39 -64,41 4,01
GLN165ALA 2,46 76,98 -7454  -70,86 -7,92 -62,93  -68,40 0,02

Fonte: elaborado pelo autor. Os valores de AG e AAG estdo dados em kcal/mol.
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APENDICE K — RESULTADOS DO CALCULO DE MM/PBSA PARA A
REPLICATA 1 DO COMPLEXO P12-DLL1

Contribuictes Polares Contribuicbes ndo-polares
AG | AG A6 | AGnio | o AG
Mutacéo polar solv, Coul polar o oy AGyind | AAGbind
polar
polar

= 130,55 357,55  -226,99 -99,81 -11,60 -88,2 30,73 =

TYR101ALA 12553 351,19  -225,66 -93,12 -11,01 -82,13 32,38 1,65

ASP102ALA 133,82 395,07 -261,24 -98,90 -11,56 -87,34 34,91 4,18

LEUI104ALA 130,60 357,60  -226,97 -99,76 -11,60 -88,15 30,85 0,12

SER125ALA 130,98 357,91  -226,92 -99,81 -11,58 -88,20 31,16 0,43

TYR161ALA 126,85 350,86  -224,01 -93,72 -11,03 -82,68 33,12 2,39

ARG220ALA 139,27 320,36  -181,09 -96,75 -11,56 -85,24 42,53 11,8

PHE223ALA 127,75 355,25  -227,50 -93,55 -11,29 -82,25 34,20 3,46

LEU225ALA 130,57 357,57  -226,99 -99,50 -11,60 -87,89 31,07 0,34

Fonte: elaborado pelo autor. Os valores de AG e AAG estdo dados em kcal/mol.
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APENDICE L - RESULTADOS DO CALCULO DE MM/PBSA PARA A
REPLICATA 2 DO COMPLEXO P12-DLL1

Contribuictes Polares

Contribuicbes ndo-polares

AG
wotagio | A | aaw | A6 | nio | M| AG | AGuw | AsGus
polar polar polar
= 127,16 329,24  -202,08 -103,75 -11,15 -92,60 23,40 =
GLUS7ALA 128,11 278,70  -150,59  -102,67 -10,86 -91,81 25,41 2,00
VAL99ALA 126,92 329,01 -202,08 -103,13 -11,10 -92,02 23,76 0,35
LEUI04ALA 127,16 329,22  -202,06 -103,68 -11,15 -92,52 23,47 0,07
ARG220ALA 134,92 300,73 -165,80 -101,19 -11,10 -90,09 33,70 10,29
PHE223ALA 125,27 326,93  -201,65 -98,42  -11,03 -87,39 26,84 3,43
LEU225ALA 127,23 329,32 -202,08 -103,46 -11,15 -9231 23,76 0,35

Fonte: elaborado pelo autor. Os valores de AG e AAG estdo dados em kcal/mol.
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APENDICE M - RESULTADOS DO CALCULO DE MM/PBSA PARA A
REPLICATA 3 DO COMPLEXO P12-DLL1

Contribuicbes Polares

Contribuic¢bes ndo-polares

AG
AG AG
x AG AG N solv, AG , _
Mutacgdo polar solv, Coul n&o o vdW AGbind | AAGbind
polar polar
polar
- 113,33 291,03 -177,70  -9568  -10,70 -85,00 17,65 -
TYR101ALA 109,82 286,35 -176,53 -89,56 -10,15 -79,41 20,27 2,62
ASP102ALA 11521 318,40 -203,18 -97,06  -10,72 -86,34 18,15 0,50
ARG220ALA 116,34 27531  -15897  -94,15 -10,70 -83,45 22,18 4,53
PHE223ALA 112,37 290,00 -177,65 -89,08 -10,48 -78,60 23,28 5,63
LEU225ALA 113,21 290,89  -177,70  -94,53  -10,70 -83,81 18,67 1,02

Fonte: elaborado pelo autor. Os valores de AG e AAG estdo dados em kcal/mol.



APENDICE N — ANALISE DE HOT-SPOTS NO COMPLEXO P10-DLL1
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Robetta (AAG;

DrugScore (AAG;

KFC2-

KFC2-

Residuo (kcal/mol) (kcal/mol) A B HotRegion | PREDHS
9 0,93 0,25 -0,52 -0,67 Hot-spot Hot-spot
11 1,18 1 -0,91 -0,64 - Hot-spot
41 - - - - - Hot-spot
43 3,43 0,13 -1,50 -0,88 Hot-spot -
91 2,84 0,54 0,44 -0,23 Hot-spot Hot-spot
92 - - - - - Hot-spot
93 1,03 0,48 0,75 0,26 Hot-spot Hot-spot
95 - 0,23 -0,69 -0,01 - Hot-spot
110 - - - - Hot-spot -
112 2,04 1,59 1,36 0,28 Hot-spot Hot-spot
114 0,01 0,58 0,98 -0,17 Hot-spot Hot-spot
165 0,37 0,34 -1,73 -0,45 Hot-spot Hot-spot

Fonte: elaborado pelo autor.



APENDICE O - ANALISE DE HOT-SPOTS NO COMPLEXO P12-DLL1
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Robetta (AAG;

DrugScore (AAG;

KFC2-

KFC2-

Residuo (kcal/mol) (kcal/mol) A B HotRegion | PREDHS
50 1,08 0,80 1 0,28 Hot-spot Hot-spot
57 2,43 1,06 1,07 -0,06 - -

99 -0,11 0,71 0,6 0,02 Hot-spot -
101 3,02 2,32 0,88 0,12 Hot-spot Hot-spot
102 1,40 3,77 1,76 0,04 Hot-spot Hot-spot
104 - 0,13 -0,42 -0,11 - Hot-spot
105 1,67 0,82 -0,92 -0,71 Hot-spot -
125 0,77 0,55 0,32 -0,62 Hot-spot Hot-spot
161 3,70 4,46 0,89 0,09 Hot-spot Hot-spot
178 0,93 1,81 0,40 0 Hot-spot -
220 1,38 0,34 1,07 0,33 Hot-spot -
223 3,43 1,35 1,38 0,28 Hot-spot Hot-spot
225 0,46 0,49 1,15 0,24 Hot-spot -

Fonte: elaborado pelo autor.



