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RESUMO

O céancer, uma das principais causas de mortalidade global, representa um conjunto
de doengas de etiologia multifatorial que engloba alteragdes genéticas e epigenéticas,
incluindo mutagdes em vias de sinalizacdo celular como a de Notch, crucial para
processos como diferenciacio e apoptose. Mutacdes ativadoras ou a superexpressao
do receptor Notch1 sdo encontradas em pacientes com leucemia linfocitica cronica,
linfoma difuso de grandes células B e carcinoma adenoide cistico. Nesse contexto, o
anticorpo monoclonal Brontictuzumabe (BRON), que bloqueia a ativagado de Notch1
ao se ligar a Regidao Reguladora Negativa (NRR), surge como base promissora para
o desenvolvimento de novos biobetters com potencial terapéutico. Este trabalho teve
como objetivo desenvolver computacionalmente novos desenhos de anticorpos
baseados no Brontictuzumabe, focando na otimizacao de afinidade e na proposicao
de fragmentos de cadeia unica (scFvs), visando a ampliacdo do seu potencial
terapéutico. Inicialmente, foi modelada a estrutura tridimensional de BRON, aplicada
na predi¢ao de interacées com NRR via docking molecular. O complexo foi simulado
por dindmica molecular, com predicbes de energia de interagdo e dissociagéo. As
conformagdes predominantes identificadas foram usadas para otimizagdes por
mutagénese de saturagdo, enxerto e otimizagdo de CDRs, dobramento inverso e
através de modelos de linguagem generalizados. Solubilidade e outros parametros
relevantes ao desenvolvimento para anticorpos terapéuticos foram avaliados. scFvs
baseados em BRON também foram modelados e tiveram suas interagdes analisadas.
Dessa forma, o modo de ligagao do complexo BRON-NRR foi identificado, sugerindo
um novo mecanismo de inibicdo mediado pela CDR-H2 de BRON que reduz a
acessibilidade ao sitio S2, essencial para a ativacdo de Notch1. Foram testados
10.072 mutantes, identificando hot-spots em residuos como Thr28, Thr74, Gly101 e
Gly104 na cadeia pesada e Gly52 na cadeia leve. AbSeldon R3 demonstrou
estabilidade, solubilidade e AGpind comparavel ao BRON nativo, aumentando a
participagéo da cadeia leve na interface e sendo compativel com parametros biofisicos
de outros anticorpos terapéuticos. Dentre os scFvs construidos, o com linker de 12
aminoacidos apresentou estabilidade e interagdes com S2. Desta forma, este trabalho
resultou na proposta de biobetters promissores, abrindo caminho para novas terapias
antineoplasicas anti-Notch1 baseadas no Brontictuzumabe.

Palavras-chave: Notch; Brontictuzumabe; biobetter.



ABSTRACT

Cancer, one of the leading causes of global mortality, represents a set of diseases with
multifactorial etiologies that encompass genetic and epigenetic alterations, including
mutations in cell signaling pathways such as Notch, crucial for processes such as
differentiation and apoptosis. Activating mutations or overexpression of the Notch1
receptor, for example, are found in patients with chronic lymphocytic leukemia, diffuse
large B-cell ymphoma, and adenoid cystic carcinoma. In this context, the monoclonal
antibody Brontictuzumab (BRON), which blocks Notch1 activation by binding to its
Negative Regulatory Region (NRR), emerges as a promising basis for the
development of new biobetters with therapeutic potential. This study aimed to
computationally design new antibodies based on Brontictuzumab, focusing on affinity
maturation and the proposal of single-chain fragment variables (scFvs), with the goal
of enhancing its therapeutic potential. Initially, the three-dimensional structure of BRON
was modeled and used to predict interactions with NRR through molecular docking.
The complex was simulated via molecular dynamics, with interaction and dissociation
energy predictions. The predominant conformations identified were used for
optimizations through saturation mutagenesis, CDR grafting, inverse folding and
generalized language models. Solubility and other development parameters for
therapeutic antibodies were evaluated. BRON-based scFvs were also modeled and
their interactions analyzed. Thus, the binding mode of the BRON-NRR complex was
identified, suggesting a new inhibition mechanism mediated by BRON's CDR-H2,
which reduces accessibility to the S2 cleavage site, essential for Notch1 activation. A
total of 10,072 mutants were tested, identifying hot spots in residues such as Thr28,
Thr74, Gly101, and Gly104 in the heavy chain and Gly52 in the light chain. The
AbSeldon R3 design demonstrated stability, solubility and AGyind comparable to native
BRON, increasing the participation of the light chain at the interface and being
compatible with biophysical parameters of other therapeutic antibodies. Among the
scFvs constructed, the one with a 12-amino acid linker showed stability and
interactions with S2. Thus, this work resulted in the proposal of promising biobetters,
paving the way for new anti-Notch1 antineoplastic therapies based on Brontictuzumab.

Keywords: Notch; Brontictuzumab; biobetter.
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1 INTRODUGAO

1.1 A via de Notch

1.1.1 Marcos temporais do estudo da via de Notch

A via de Notch, nomeada devido a sua identificacio inicial a partir de uma
anormalidade hereditaria associada a presenca de entalhes nas asas de moscas
(Drosophila melanogaster), teve seus alelos mutantes identificados em 1917 (Dexter,
1914; Morgan, 1917) (Figura 1). O continuo avanc¢o das técnicas de biologia molecular
permitiu a clonagem do gene notch de Drosophila melanogaster e a identificagdo da
sequéncia de aminoacidos que compde a proteina Notch na década de 1980, o que,
por sua vez, facilitou o estudo da organizagao estrutural e funcional de tal molécula
(Kidd; Kelley; Young, 1986; Wharton et al., 1985).

Figura 1. Linha do tempo de marcos importantes no estudo de Notch

Asa de mosca Mutante com
"selvagem" haploinsuficiéncia de =, P
Notch {0/ ®
\ e.%
) \ . (@

Identificagdo de anomalia hereditaria Clonagem do gene notche Primeira associagao de Notch a
que resulta em entalhes nas asas de Identificagdo dos alelos mutantes |dent|ﬂ§:a_z;ao da sequéncia de saude humana, em células de
Drosophila melanogaster responsaveis pela anomalia aminodcidos da proteina Notch  leucemia linfoblastica

o

Aassociacao da via de sinalizacido de Notch a diversos processos celulares

Fonte: elaborada pelo autor (2024).

em organismos-modelo culminaram na descoberta da primeira conexao de tal via a
saude humana em 1991, a partir da identificagdo da realocagdo anormal de um gene
homodlogo a notch em células de leucemia linfoblastica (Ellisen et al., 1991). Desde
entdo, os diferentes componentes da via de Notch tém sido vinculados a varias
funcdes no desenvolvimento de mamiferos, incluindo neurogénese, somitogénese,
miogénese, cardiogénese, hematopoiese e angiogénese (Cormier et al., 2007; Gering;
Patient, 2010).
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A sinalizacao por Notch é altamente pleiotrépica, afetando quase todos os
tecidos e regulando escolhas do destino celular de maneira especifica ao contexto,
podendo promover proliferagdo ou apoptose. Dessa forma, a integragdo com outras
vias determina o resultado de seu sinal para o destino celular (Hori; Sen; Artavanis-
Tsakonas, 2013). Em células-tronco, Notch pode enviar sinais para diferenciagao,
manutengdo e proliferagdo nos sistemas digestivo e hematopoiético, e no tecido
epitelial (Bigas; Espinosa, 2012; Kim; Shivdasani, 2011; Koch; Lehal; Radtke, 2013).

1.1.2 A estrutura dos receptores Notch

A via de Notch consiste em receptores, ligantes, modificadores e fatores de
transcricdo que sao, em grande parte, conservados da Drosophila aos humanos
devido ao seu papel central no desenvolvimento e na diferenciagdo celular em
organismos multicelulares (Allenspach et al., 2002). Na mosca, o gene notch codifica
um receptor que é ativado pelos ligantes Delta e Serrate. Ja em mamiferos,
encontram-se quatro receptores Notch (Notch 1-4) e cinco ligantes (Delta-like-1, -3, -
4 e Jagged-1 e 2) (Bray, 2006).

Os receptores Notch sédo proteinas transmembrana tipo |, com uma regiao
extracelular que interage com os ligantes e uma regido citoplasmatica relacionada a
transducao de sinal (Bolds; Grego-Bessa; De La Pompa, 2007) (Figura 2A). O dominio
extracelular (NECD, do inglés “Notch Extracellular Domain”) possui dentre 29 a 36
repeticbes semelhantes ao fator de crescimento epidérmico (EGF-like, do inglés
“Epidermal Growth Factor-like”) nas quais sdo adicionadas glicosilagdes (Rana;
Haltiwanger, 2011; Rebay et al., 1991).

Essas repeticbes EGF sdo sucedidas pela regido reguladora negativa
(NRR, do inglés “Negative Regulatory Region”), composta por trés repeticbes
LIN12/Notch (LNR, do inglés “LIN12/Notch Repeats”) e o dominio de
heterodimerizagéo (HD, do inglés “Heterodimerization Domain”) (Hori; Sen; Artavanis-
Tsakonas, 2013). NRR enovela-se de forma a impedir o acesso de metaloproteinases
ao sitio 2 (S2), prevenindo uma ativagao da cascata de sinalizagdo independente de

ligante (Kopan; llagan, 2009).
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Figura 2. Estrutura de um receptor Notch e via canénica de sinalizagao
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Fonte: elaborada pelo autor (2024). (A) Estrutura esquematica de um receptor Notch genérico. A
constituicdo do dominio extracelular NECD inclui repeticdes EGF-like, que participam da interagdo
com os ligantes Delta e Jagged, e NRR que, na auséncia de sinalizagéo, esta em uma conformagao
auto-inibida mantida por interagdes entre as regides LNR e HD, impedindo a ativagdo independente
de ligante. A regido intracelular NICD é subdivida no moédulo de associagdo RBPjK (RAM),
repeticbes de cdc10/anquirina (ANK), sinais de localizagdo nuclear (NLS) e a sequéncia terminal
PEST. A representagédo de superficie das estruturas cristalograficas das regides EGF-like (PDB:
5MWB), NRR (PDB: 3L95) e ANK (PDB: 2QC9) foram visualizadas com o ChimeraX. (B)
Representagao simplificada da via candnica de Notch. Criado com BioRender.com.

A regido transmembrana € seguida pelo dominio intracelular (NICD, do
inglés “Noftch Intracellular Domain”) composto por um modulo de associacédo RBPjK
(RAM, do inglés “RBPJK Association Module”), sete repetigbes iteradas do tipo
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cdc10/anquirina (ANK), dois sinais de localizagao nuclear (NLS, do inglés “Nuclear
Localization Signals”) e uma sequéncia carboxi-terminal Pro-Glu-Ser-Thr (PEST)
(Blank; Kourilsky; Israél, 1992; Rechsteiner, 1988; Tamura et al, 1995).
Adicionalmente, Notch1, 2 e 3 possuem regides de resposta de citocina (NCR, inglés
“Notch cytokine response”), e Notch1 e 2 contém dominios C-terminais de ativagéo
transcricional (TAD, inglés “Transcriptional activation domain”) (Allenspach et al.,
2002).

1.1.3 A arquitetura da via de sinalizagcdao canénica

Os receptores Notch, sintetizados como proteinas precursoras, sao
clivados por uma furina-convertase no sitio 1 (S1) durante o transporte para a
membrana celular, assumindo sua forma heterodimérica (Logeat et al., 1998). O
processamento pos-traducional também inclui a O-glicosilagdo de NECD, essencial
ao seu correto enovelamento e interagdo com a regiao DSL nos ligantes proteicos
(Bruckner et al., 2000; Rana; Haltiwanger, 2011).

Antes da ativagao pelo ligante, Notch € mantido em uma conformagéao de
repouso resistente a metaloprotease, garantida por interagbes extensivas entre LNR
e HD no dominio NRR do receptor (Gordon et al., 2007). A sinalizagdo é
desencadeada pela interagao receptor-ligante entre células vizinhas, levando a duas
clivagens proteoliticas sucessivas do receptor (Figura 2B). A primeira ocorre em S2,
localizado em NRR, e é exercida por metaloproteases da familia ADAM (do inglés “a
disintegrin and metalloproteinase”).

O dominio extracelular recém-clivado é endocitado pela célula que
expressa o ligante apés a monoubiquitinilagédo de sua cauda citoplasmatica (Radtke;
Fasnacht; MacDonald, 2010). Dessa forma, a forgca mecanica exercida pela
endocitose de NECD-ligante pode ser a responsavel pela exposi¢cao de S2. Entretanto,
também se cogita que a interagdo produza um efeito alostérico propagado da regiao
de interacdo até o dominio NRR, expondo o sitio para processamento proteolitico
(Gordon et al., 2007; Nichols et al., 2007; Parks et al., 2000).

Uma segunda clivagem ocorre no dominio transmembrana no sitio 3 (S3)
pela agcao de um complexo multiproteico y-secretase, resultando na liberacdo do NICD,
que é transportado para o nucleo (Tagami et al., 2008). NICD liga-se ao fator de

transcricdo CSL formando um complexo de transcrigdo temporario que recruta
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coativadores, como as proteinas MAML1-3 (do inglés “Mastermind Like Transcriptional
Coactivator’) (Canalis; Zanotti, 2016; Lv et al., 2024).

Por fim, o complexo mediador de ativagdo de transcricaio MED-8 é
recrutado, promovendo a transcrigdo dos genes-alvo, incluindo: Hes (do inglés
“Hairy/Enhancer of Split’) e relacionados a familia Hes bHLH (do inglés “basic Helix-
Loop-Helix"); a familia de fatores de transcricdo HRT/Herp (do inglés “Hes-related
repressor protein”); o regulador do ciclo celular p21; a proteina de repeticdo de
anquirina regulada por Notch (Nrarp); deltex1 e o gene do receptor-a de células pré-T
(Canalis; Zanotti, 2017; Devgan et al., 2005; Iso; Kedes; Hamamori, 2003; Krebs et al.,
2001; Radtke et al., 2004).

1.1.4 A via ndo-canénica de sinalizagao

A via nao-canbnica distingue-se pela influéncia de Notch na expressao
génica em rotas regulatérias que ndo dependem de CSL, podendo iniciar-se por
mecanismos que ndo requerem interacao com ligantes ou processamento proteolitico
do receptor (Sanders et al., 2009; Shi et al., 2024). Notch pode, assim, modular as
vias de sinalizagdo Wnt/B-catenina, JAK/STAT, PI3K/AKT e NF-kB em nivel pos-
traducional (Andersen et al., 2012; Hurlbut et al., 2007; Kwon et al., 2011; Liu et al.,
2019).

A sinalizacdo nao-canénica de Notch3 em células epiteliais mamarias pode
modular a sinalizagdo Wnt através do receptor Frizzled7 (FZD7), participando da
diferenciagdo de células luminais (Bhat et al., 2016). No céncer de mama, a
sinalizagdo nao-candnica regula positivamente a expressao da Interleucina-6 (IL-6),
levando a ativagéo autdcrina e paracrina da JAK/STAT (do inglés “Janus kinase/Signal
transducers and activators”) (Jin et al., 2013).

Outro exemplo esta na interacao de NICD com o complexo mTOR-Rictor,
que ativa Akt/PKB (Akt/Proteina quinase B), regulando a sobrevivéncia celular
(Perumalsamy et al., 2009). Dessa forma, os mecanismos n&o classicos permitem que
a sinalizacdo Notch execute funcbes especificas e podem revelar novos alvos
terapéuticos a medida que mais mecanismos sao descobertos e associados a
patologias (Shi et al., 2024).

1.1.5 A via de Notch no cancer
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Devido seu papel central na diferenciacdo e determinacao do destino
celular, a sinalizagédo Notch tem sido implicada em diversos processos patoldgicos,
como observado na doencga de Alzheimer, em doencgas dsseas e cardiacas, além de
tumores sélidos e canceres hematolégicos (MacGrogan; Luna-Zurita; De La Pompa,
2011; Pakvasa et al., 2021; Woo et al., 2009).

Desde a primeira associagao de Notch a leucemia (Ellisen et al., 1991), sua
fungcdo ambigua como supressor tumoral ou oncogene tem sido investigada. A analise
de dados de estudos pan-cancer aponta para prevaléncia de mutacbes como a
alteragao oncogénica mais frequente em Notch (Cerami et al., 2012; De Bruijn et al.,
2023; Gao et al., 2013) (Figura 3).

Figura 3. Frequéncia de alteragbes em Notch relacionadas a diversos tipos de
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Fonte: elaborado pelo autor com os dados do cBioPortal for Cancer Genomics (2024). Foram
selecionados os genes NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, DLL1, DLL2, DLL4, JAG1 e
JAG2 em dez estudos pan-cancer: MSK-IMPACT Clinical Sequencing Cohort (MSK, Nat Med
2017), Metastatic Solid Cancers (UMich, Nature 2017), MSS Mixed Solid Tumors (Broad/Dana-
Farber, Nat Genet 2018), SUMMIT - Neratinib Basket Study (Multi-Institute, Nature 2018), TMB
and Immunotherapy (MSK, Nat Genet 2019), Tumors with TRK fusions (MSK, Clin Cancer Res
2020), Cancer Therapy and Clonal Hematopoiesis (MSK, Nat Genet 2020), China Pan-cancer
(OrigiMed, Nature 2022), Pan-cancer analysis of whole genomes (ICGC/TCGA, Nature 2020),
MSK MetTropism (MSK, Cell 2021). Em combinacéo, os estudos contém 76.639 amostras, das
quais 7.021 (9%) possuem alteragdes nos genes selecionados, dentre mutagdes, variagdes
estruturais, amplificagdes ou dele¢des profundas.
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Tais mutacbes podem ser ativadoras ou inativadoras, e suas posigdes,
identidades e efeitos refletem os variados papéis de Notch em diferentes contextos
neoplasicos (Aster; Pear; Blacklow, 2017). Outras alteragdes incluem a
superexpressao de receptores ou ligantes, regulagédo epigenética e modificagdes pos-
traducionais, como a fucosilagdo e ubiquitinagdo das proteinas da via (Ntziachristos
et al., 2014; Thompson et al., 2007).

Além disso, estudos funcionais associam a sinalizagao por Notch em,
essencialmente, todos os Marcos do Cancer (“Hallmarks of Cancer”), considerados
um conjunto de capacidades funcionais cruciais para a formagao tumores malignos,
adquiridas pelas células a medida que passam da normalidade para os estados de
crescimento neoplasico (Aster; Pear; Blacklow, 2017).

Dentre os Marcos, estdao: a capacidade para sustentar a sinalizacao
proliferativa; evasdo a supressores de crescimento e a destruicdo imunoldgica;
resisténcia a morte celular; imortalidade replicativa; inducao e acesso a vasculatura;
ativacao da invasao e metastase; reprogramacao do metabolismo celular; inflamagao
promotora de tumor; instabilidade genémica e mutag¢des (Hanahan, 2022) (Figura 4).

O receptor Notch1 e os ligantes DLL4 e Jagged-1, por exemplo, estao
associados a progressdo da angiogénese e a prognosticos desfavoraveis, sendo
Notch1 e DLL4 reguladores da expressao do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGEF, do inglés “Vascular Epidermal Growth Factor) (Wang et al., 2020; Eelen et al.,
2020; Patel et al., 2023; Wieland et al., 2017; Kumar et al., 2016). Além disso, Notch1
e Notch4, ao regular HEY1, promovem a transi¢do epitelial-mesenquimal (TEM),
permitindo que células epiteliais adquiram caracteristicas mesenquimais, facilitando a
migragao, invasao e resisténcia a quimioterapias (Marconi et al., 2021; Xie et al., 2021;
Natsuizaka et al., 2017; Fukusumi et al., 2018; Jing et al., 2020).

A ativagado an6bmala da via Notch esta ligada a manutencgéao de propriedades
semelhantes a células-tronco em tumores, favorecendo a autorrenovacgao (Aoki et al.,
2016; Jitschin et al.,, 2015; Slaninova et al., 2016). Notch também modula o
microambiente tumoral e regula componentes do sistema imunoldgico, recrutando
neutréfilos e remodelando a matriz extracelular, contribuindo, dessa forma, para a
formacdo de um ambiente imunossupressor (Gu et al., 2019; Jackstadt et al., 2019;
Shi et al., 2024). Finalmente, a ativacdo irregular de Notch contribui para a
quimiorresisténcia, sendo Notch2 associado a resisténcia a gemcitabina (GEM) e

Notch1 conferindo resisténcia ao docetaxel (DTX) (Gungor et al., 2011; Du et al., 2014;
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Huang et al., 2016; Xiao et al., 2019).

Figura 4. Marcos do Cancer influenciados por Notch
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Fonte: adaptado de Aster; Pear; Blacklow (2017). Efeitos oncogénicos (verde) e efeitos supressores de
tumor (vermelho) associados a Notch sdo mostrados. Abreviagées: CAC, carcinoma adenoide cistico;
LLC, leucemia linfocitica cronica; CCE, carcinoma de células escamosas; LLA-T, leucemia linfoblastica
aguda de células T, CITs, células iniciadoras de tumor.

1.1.5.1 Notch em cénceres hematoldgicos

Notch é um fator de transcricdo importante para imunidade inata e
adaptativa, sendo essencial na diferenciacdo de linhagens de células T (Radtke;
MacDonald; Tacchini-Cottier, 2013; Li; von Boehmer, 2011). Na leucemia linfoblastica
aguda de células T (LLA-T), aproximadamente 50% dos casos apresentam mutagdes
ativadoras de Notch1, que ocorrem no dominio de heterodimerizagcdo de NRR e
resultam na ativacdo continua da sinalizagdo, favorecendo a oncogénese (Weng et
al., 2004).

Mutagdes no dominio PEST sdo encontradas em até 25% dos casos de
LLA-T e levam ao truncamento ou perda deste dominio, resultando em um aumento
da concentracdo celular de NICD (Ntziachristos et al., 2014). Além disso, mutagdes

no gene FBXW?7, que codifica uma enzima envolvida na degradagédo de NICD,
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também estéo ligadas a LLA-T, destacando a importéncia do Notch1 na manutengéao
das propriedades leucémicas (O'Neil et al., 2007; Asnafi et al., 2009).

Na Leucemia Linfocitica Crénica (LLC), cerca de 10 a 12% dos casos
exibem mutagdes ativadoras de Notch1 no dominio PEST, resultando em proteinas
truncadas e a um prognéstico adverso (Ntziachristos et al., 2014; Fabbri et al., 2011;
Weissmann et al., 2013). Em contraste, Notch desempenha um papel supressor na
Leucemia Linfoblastica Aguda de Células B (LLA-B), onde sua reativagao inibe o
crescimento e provoca apoptose nas células cancerigenas (Zweidler-McKay et al.,
2005).

A agao supressora tumoral também é relatada em leucemias mieloides
(Ntziachristos et al., 2014; Klinakis et al., 2011). Nesses casos, a supressdo da
sinalizagdo Notch esta frequentemente associada a processos epigenéticos, a
exemplo da metilagdo do DNA nos promotores dos genes-alvo da via (Kuang et al.,
2013). Areativacéo da via de Notch em pacientes com Leucemia Mieloide Aguda (LMA)
pode levar a remissao da doenga, sugerindo um potencial terapéutico para moléculas
ativadoras nesse contexto (Kannan et al., 2013).

Em linfomas, Notch1 e Notch2 desempenham, em geral, um papel
oncogénico. No linfoma de Burkitt, Notch1 apresenta mutagdées de ganho de fungao
em cerca de 10% dos pacientes (Love et al., 2012). Ja no linfoma de Hodgkin, Notch1
¢é ativado através da regulagao positiva de seus ligantes no ambiente tumoral, levando
a supressao de genes importantes para a identidade das células B (Jundt et al., 2008;
Schwarzer; Doérken; Jundt, 2012). Por fim, no linfoma difuso de grandes células B
(LDGCB), Notch2 é mutado em aproximadamente 8% dos casos, sendo associado a
um progndstico adverso (Lee et al., 2009; Kiel et al., 2012; Rossi et al., 2012).

1.1.5.2 Notch em tumores sélidos

Assim como nas malignidades hematolégicas, a sinalizagdo por Notch tem
funcdes diversas em tumores sdlidos. A ativacdo de Notch, especialmente de Notch4
e em interagdo com outras vias como Ras e Wnt, esta ligada ao cancer de mama
(Ayyanan et al., 2006; Harrison et al., 2010). Em contraste, a hiperativacao de Notch3
pode induzir senescéncia celular, sugerindo um papel supressor (Cui et al., 2013).

Algo semelhante é observado no cancer de pulmao, aonde o papel de

Notch varia conforme o subtipo tumoral. No adenocarcinoma de pulmdo, Notch tem
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sido associado a promogao da expansao e manutengao das células tumorais (Licciulli
et al., 2013; Zheng et al., 2013). Em contrapartida, no carcinoma espinocelular do
pulm&o e no carcinoma pulmonar de células pequenas (CPCP), a sinalizagéo por
Notch é considerada supressora de tumor (Wang et al., 2011; Sriuranpong et al., 2001).

No cancer colorretal (CCR), a ativagao do receptor Notch1 esta associada
a mudancgas fenotipicas e funcionais nas células cancerigenas consistentes com a
TEM (Siegel et al., 2022; Tyagi; Sharma; Damodaran, 2020; Noseda et al., 2004). Nao
obstante, Notch1 e Notch2 aparentam desempenhar fungbes opostas no
desenvolvimento desse tumor, visto que a co-expresséo de Notch1(+) e Notch2(-) esta
associada a uma menor sobrevivéncia global, destacando ambos como alvos
terapéuticos e marcadores prognésticos no CCR (Chu et al., 2011).

A via de Notch tem sido associada a progressao do melanoma, com Notch1
promovendo o avango da doenga em condi¢des de hipoxia (Zhang et al., 2012;
Bedogni et al., 2008). Além dos mencionados, alteragdes na via de Notch1 também
foram atreladas a papeis oncogénicos no carcinoma espinocelular de es6fago (Lubin
et al., 2018), carcinoma espinocelular oral (Yoshida et al., 2013), carcinoma de células
renais (Wu; Hu; Hou, 2016), cancer gastrico (Huang et al., 2019), cancer pancreatico
(Buchler et al., 2005), cancer de bexiga (Hayashi et al., 2016), cancer de préstata
(Stoyanova et al., 2016), cancer cervical (Yousif et al., 2015), cancer de tireoide (Piana
et al., 2019), e glioma (Hai et al., 2018).

A participacdo multifacetada da sinalizagédo por Notch nessas patologias
revela um desafio significativo para sua modulagao terapéutica, uma vez que sua
funcao pode variar de oncogénica a supressora, dependendo do contexto celular e do
subtipo tumoral envolvido (Shi et al., 2024). Tal complexidade exige o uso abordagens
terapéuticas altamente personalizadas, tornando-a um alvo tdo promissor quanto

desafiador.

1.1.6 Notch como alvo oncoterapéutico

O papel de Notch na patogénese e quimiorresisténcia de diversos subtipos
de cancer vém impulsionando os esforgos para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas voltadas a essa via, que podem ser divididas em: inibidores de clivagem,
anticorpos contra receptores ou ligantes, bloqueadores da transcrigdo e agonistas da

sinalizagédo (Zhou et al., 2022). Alguns desses agentes estao listados na Figura 5 e
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serao discutidos a seguir.

1.1.6.1 Inibidores de clivagem

Os receptores Notch perpassam trés clivagens proteoliticas desde a sua
sintese até o final da cascata de sinalizagdo. Tentativas de modulagéo da clivagem
S1, tendo como alvo o fator acessério SERCA (do inglés “Sarcoendoplasmic reticulum
Ca?**-ATPase”), tém sido aplicadas em modelos pré-clinicos de cancer de mama e
leucemia (Periz, 1999; Pagliaro; Marchesini; Roti, 2021). Algumas moléculas, como
CPA e CAD204520, alcangaram o estagio clinico, mas nao apresentaram resultados
encorajadores (Roti et al., 2018; Treiman; Caspersen; Christensen, 1998; Roti et al.,
2013; Marchesini et al., 2020).

Figura 5. Inibidores terapéuticos da via de Notch
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Fonte: adaptado de Shi et al. (2024). Os inibidores da via de Notch subdividem-se em anticorpos contra
receptores ou ligantes, inibidores da clivagem por ADAM ou y-secretase, moduladores de y-secretase
e inibidores do complexo transcricional. Criado com BioRender.com.
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Visando bloquear a clivagem S2, o inibidor INCB7839, também conhecido
como Aderbasib, atua sobre a enzima ADAM e foi avaliado em ensaios clinicos contra
o cancer de mama HER2+, apresentando toxicidade restritiva (Friedman et al., 2009;
Duffy et al., 2011; Amar; Minond; Fields, 2017). J& a molécula INCB7839 demonstrou
o potencial de inibicado de ADAM10 em xenoenxertos de glioblastoma pediatricos
derivados de pacientes, sem efeitos neurotoxicos evidente (Venkatesh et al., 2017).

A inibicao especifica de ADAM10 foi avaliada com o uso do anticorpo
monoclonal (mAb, do inglés “monoclonal antibody”’) humano 1H5 em modelos in vitro
e in vivo de cancer colorretal (Saha et al., 2023). O mAb reconheceu uma conformagao
ativada de ADAM10 presente em células tumorais e, em combinacdo com o
quimioterapico irinotecano, inibiu o crescimento do tumor sem toxicidade aparente
(Saha et al., 2023).

Estudos pré-clinicos mostraram a atividade antitumoral de inibidores de y-
secretase (GSI, do inglés “gamma-secretase inhibitor’) — responsavel pela clivagem
S3 — em diversos tipos de cancer, incluindo mama, carcinoma hepatocelular, pulmao
de células ndo pequenas, colorretal, prostata e gliomas (Das et al., 2019; Han, 2015;
Pine, 2018; Akiyoshi et al., 2008; Cui et al., 2015; Gilbert et al., 2015). Apesar de muitos
desses ensaios apresentarem resultados encorajadores, a exemplo da redugéo de 45%
na massa mediastinal em pacientes com leucemia, grande parte foi descontinuada
devido a toxicidade limitante de dose (Deangelo et al., 2006).

Apenas alguns GSls, como RO4929097 e PF-03084014 (nirogacestate ou
OGSIVEO™), avancaram além dos ensaios clinicos de fase Il (Strosberg et al., 2012;
Lee et al., 2015; Kummar et al., 2015). O nirogacestate demonstrou resultados
promissores em tumores desmoides, levando a sua aprovacao para uso nos Estados
Unidos em novembro de 2023 (Keam, 2024). Ja no caso do R0O4929097, sua
combinacdo com imunossupressores ou anticorpos monoclonais demonstrou boa
tolerancia em tumores sdélidos avangados (Diaz-Padilla et al., 2013; Xu et al., 2016;
Pan et al., 2016).

O potencial terapéutico dos GSls é, no entanto, restringido pelos efeitos
adversos advindos de sua natureza nao seletiva e da importancia do complexo y-
secretase no processamento de multiplos substratos por todo organismo (Hur, 2022;
Haapasalo, Kovacs, 2011). O uso de inibidores inespecificos € prejudicial, inclusive,
considerando a atividade antagbnica de diferentes receptores Notch no ambiente

tumoral, o que foi demonstrado no CCR pelo efeito pré-tumorigénico de Notch1 e
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supressor de Notch2 (Chu et al., 2011).

Uma alternativa superior aos GSls sdo os moduladores de y-secretase
(GSM, do inglés “gamma-secretase modulator’), que visam modificar a atividade
catalitica do complexo proteolitico ao em vez de inibi-lo de forma nao seletiva,
atenuando a manifestagao de efeitos adversos (Golde et al., 2013). MRK-560, por
exemplo, € um exemplo de GSM direcionado a presenilina-1, uma importante
subclasse catalitica de y-secretase expressa em subtipos leucémicos, que foi
associado a reducado do processamento de Notch1 e a inducao de parada do ciclo

celular em LLA-T, aumentando a sobrevida dos pacientes (Habets et al., 2019).

1.1.6.2  Anticorpos contra receptores ou ligantes

Anticorpos direcionados as proteinas de Notch tém sido desenvolvidos
como alternativa aos GSls, que, embora eficazes, apresentam como limitacdo, em sua
maioria, uma inibicdo inespecifica. Dessa forma, o desenvolvimento de mAbs para
alvos individuais visa permitir uma modulacdo mais precisa da sinalizacdo de Notch
(Shi et al., 2024).

Os ligantes de Notch, como DLL1, DLL3, DLL4, Jagged-1 e Jagged-2, tém
papéis importantes, com DLL1 sendo crucial para a diferenciacao dos linfocitos B
(Hozumi et al., 2004). Analises estruturais do anticorpo Pidilizumabe (MDV9300), que
tem atividade contra glioma pontino intrinseco difuso e linfoma folicular, sugeriram a
associagado de seu efeito antineoplasico ao bloqueio de DLL1 (Westin et al., 2014;
Fried et al., 2018; Albuquerque et al., 2022; Nastoupil et al., 2022).

O Rovalpituzumabe tesirina (Rova-T) € um ADC direcionado ao ligante
DLL3 que apresentou atividade antitumoral e toxicidade controlavel na dose
recomendada em carcinomas neuroenddcrinos, melanoma, carcinoma medular da
tireoide e glioblastoma (Johnson et al., 2021; Mansfield et al., 2021). Um outro ADC
direcionado a DLL3, o SC-002, apresentou toxicidade sistémica e eficacia limitada em
ensaios clinicos com CPCP avangado e carcinoma neuroenddcrino (Morgensztern et
al., 2020).

Resultados mais promissores tém sido encontrados com formatos
multiespecificos. O Tarlatamabe (AM757), um engajador de células T biespecifico
(BIiTE, do inglés “Bispecific T-Cell Engager’) que tem como alvos DLL3 e CD3,

demonstrou atividade antitumoral com respostas duradouras e melhora da sobrevida
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em pacientes com CPCP recorrente (Ahn et al., 2023; Paz-Ares et al., 2023). O
HPN328, uma construgéo tri-especifica ativadora de células T (TriTAC, do inglés
“trispecific T cell-activating construct’) direcionada a DLL3 para identificagdo da célula
tumoral, a CD3 para o engajamento com as células T, e a um ligante de albumina para
extensao de sua meia-vida esta sendo avaliado em ensaios clinicos fase I/ll quanto a
sua seguranca e eficacia (Molloy et al., 2024).

Além desses, o Enoticumabe (REGN421) e o Demcizumabe (OMP-21M18)
sdo mAbs anti-DLL4 que foram, em geral, bem tolerados no tratamento de tumores
sélidos avangados em ensaios fase | (Chiorean et al., 2015; Smith et al., 2014,
Coleman et al, 2020). J& ABT-165 e o Navicixizumabe sdo exemplos de
imunoglobulinas de dominio variavel duplo (DVD-lg, do inglés “dual variable domain
immunoglobulin”) que tém como alvos DLL4 e VEGF (Li et al., 2018; Jimeno et al.,
2019).

No contexto da inibicdo dos ligantes Jagged, 15D11 é um mAb anti-Jag1
com potencial para aumentar a sensibilidade a quimioterapia e reduzir o crescimento
neoplasico em metastases dsseas (Zheng et al., 2017). Nao obstante, o uso de um
mAb anti-Jag?2 inibiu o crescimento tumoral em modelos pré-clinicos de cancer de
pulmao de células ndo pequenas e ativou a imunidade antitumoral mediada por
macrofagos (Mandula et al., 2024).

Voltando-se para os receptores de Notch, Notch2 e 3 sdo os alvos do
Tarextumabe (OMP-59R5) no tratamento de tumores solidos, apresentando boa
tolerabilidade geral (Smith et al., 2019). A associagdo desse mAb a quimioterapicos,
como o nab-paclitaxel (PTX) e GEM, no entanto, ndo levou a um aumento da
sobrevivéncia de pacientes com cancer de pancreas metastatico (Hu et al., 2019). PF-
06650808, que também visa Notch3, é um conjugado anticorpo-farmaco (ADC, do
inglés “antibody-drug conjugate”) associado a auristatina que demonstrou sinais
iniciais de seguranca e atividade antitumoral contra cancer de mama avangado em

um ensaio fase | (Rosen et al., 2020).
1.1.7 Brontictuzumabe
Entre os receptores Notch, Notch1 se destaca por sua alta centralidade de

intermediacao, influenciando o fluxo de informagdes na rede de sinalizagdo génica

(Jamil et al., 2012). Tamanha importancia rende a alteragdes na via desta proteina
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significativo impacto na tumorigénese e quimiorresisténcia em diversos tipos de
cancer, tornando-o um alvo terapéutico promissor (Gharaibeh et al., 2020).

Brontictuzumabe (OMP-52M51, Oncomed), ou BRON, é um mAb anti-
Notch1 humanizado que se liga ao dominio NRR (Agnusdei et al., 2014). Além de sua
atividade pré-clinica demonstrada em modelos de LLA-T, o que € particularmente
relevante dada a alta prevaléncia de mutacdes ativadoras em NRR nesse subtipo
leucémico, esse imunobioldgico demonstrou tolerabilidade e eficacia moderada em
estudos clinicos fase | em pacientes com outras malignidades hematolégicas e
tumores sdlidos avangados, sendo diarreia a sua principal reacao adversa relatada
(Agnusdei et al., 2019; Munster et al., 2015; Casulo et al., 2016; Ferrarotto et al., 2018).

Além disso, BRON reduziu significativamente o crescimento tumoral em
modelos de xenoenxertos derivados de pacientes com carcinoma adenoide cistico
(Xie et al., 2018). Vale ressaltar que mutag¢des de ganho de fungédo em Notch1 ocorrem
em cerca de 16% desses tumores, causando a estabilizacdao de NICD e estando
associadas a uma menor sobrevida global (Xie et al., 2018).

Além dos dados clinicos, um estudo transcriptdmico visando investigar a
relagédo entre conectividade cerebral, expressdo genética e sobrevivéncia analisou 84
potenciais terapias para glioma difuso, com BRON figurando como melhor candidato
(Kesler et al., 2024). Nao obstante, BRON também exibiu efeito superior ao obtido
com o uso de GSls na inibicdo da invaséo celular de glioblastomas (Herrera-Rios et
al.,, 2020). No carcinoma adenoide cistico salivar, o uso desse mAb reduziu a
proliferacdo celular e o processo de TEM, além de induzir a morte celular e a
sensibilidade de linhagens de CAC a ferroptose (Li et al., 2024).

Tais resultados nao apenas reforcam o potencial terapéutico do BRON
como agente anti-Notch1, mas também indicam a viabilidade deste ser utilizado como
base para o desenvolvimento de novos anticorpos. A especificidade e eficacia
demonstradas sugerem que modificagdes estruturais ou combinagdes estratégicas
com outras abordagens terapéuticas podem ampliar seu alcance clinico, abrindo

caminho para o aprimoramento de imunoterapias direcionadas contra Notch1.

1.2 Anticorpos monoclonais

Os anticorpos estdo entre os principais formatos terapéuticos utilizados

contra as anormalidades na via de Notch. Tais moléculas pertencem a superfamilia



34

das imunoglobulinas (Ig), sendo glicoproteinas cuja estrutura basica consiste em duas
cadeias pesadas e duas leves, organizadas em formato de Y e unidas por pontes
dissulfeto (Davies; Chacko, 1993). Na base do Y esta a por¢édo Fc (Fragmento
cristalizavel), que medeia as intera¢gdes com outros componentes do sistema imune e
ativa diversas das fungdes efetoras associadas ao anticorpo (Davies; Chacko, 1993).
Alteracbes em Fc diferenciam os isotipos de anticorpos, que se distinguem em
estrutura e fungédo imune (Fesseha; Degu; Endashaw, 2020).

Ja nas pontas superiores do Y, encontra-se a porgéo Fab (Fragmento de
ligagdo ao antigeno). As cadeias pesada e leve que compde esse fragmento dividem-
se em regides constantes e variaveis (Stanfield; Wilson, 2015). O fragmento variavel
(Fv) contém o framework, uma porgao que possui sequéncia conservada e é
organizada predominantemente como folhas 3, conferindo estabilidade estrutural aos
loops hipervariaveis que constituem o sitio de ligagdo do antigeno, nomeados de
regides determinantes de complementaridade (CDRs, do inglés “complementarity
determining regions”) (Foote; Winter, 1992; Gabrielli et al., 2009).

Os repertérios estruturais demonstram a existéncia de estruturas canénicas
para todos os segmentos CDR exceto H3, que apresenta grande variabilidade em seu
tamanho, sequéncia e estrutura (Chothia et al., 1989; North; Lehmann; Dunbrack,
2011; Nowak et al., 2016; Fernandez-Quintero et al., 2020; Schmitz et al., 2022). A
diversidade dos receptores de células B, estimada em mais de 10", garante a
interagcéo especifica a uma vasta gama de antigenos e é resultante dos processos de
recombinagao dos segmentos génicos variaveis (V), de diversidade (D), e de jungao
(J), associado a adicdo ou delegcdo de nucleotideos nas jungbes entre esses
segmentos e ao processo de hipermutagdo somatica (Janeway et al., 2001; Alberts et
al., 2002) (Figura 6).

Convencionalmente, os anticorpos podem interferir de forma direta no
crescimento tumoral ao bloquear a interacdo de receptores celulares com seus
ligantes, como ocorre no caso do receptor HER2 no cancer de mama, ou dos ligantes
aos receptores, a exemplo da inibicdo de PD-L1 (Zahavi; Weiner, 2020; Baselga;
Albanell, 2001; De Sousa Linhares et al., 2019). Ja os mecanismos indiretos de agao
dos anticorpos sdo mediados pela regidao Fc e requerem o envolvimento de outros
componentes do sistema imunoldgico, como os macrofagos e células NK (Figura 6)
(Zahavi; Weiner, 2020; Gomez Roman; Murray; Weiner, 2014; Gul; van Egmond, 2015;

Boross; Leusen, 2012).
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Figura 6. Mecanismos efetores dos anticorpos no combate ao tumor
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Mecanismos efetores de anticorpos naturais ou terapéuticos no
combate a uma célula cancerigena. Dentre os mecanismos indiretos, estéo a citotoxicidade dependente
de complemento (CDC), a fagocitose celular mediada por anticorpos (ADCP, do inglés “antibody-
dependent cellular phagocytosis”) e a toxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC, do inglés
“antibody-dependent cellular cytotoxicity”).

1.2.1 Engenharia de anticorpos

O advento da teoria da selecao clonal, que atribuiu a produ¢cdo de um
anticorpo especifico a um unico clone de célula B, abriu 0 caminho para a aplicagao
terapéutica dos anticorpos monoclonais, passando a ser gerados pela clonagem de
um linfécito B e direcionados a uma regidao especifica do antigeno denominada
epitopo (Nossal; Lederberg, 1958; Zahavi; Weiner, 2020).

O desenvolvimento da tecnologia dos hibridomas permitiu a produgao em
larga escala de tais anticorpos (Kdhler; Milstein, 1975; Schwaber; Cohen, 1973).
Nesse método, camundongo sao imunizados com um antigeno, gerando plasmécitos
que sao, entdo, fundidos com células de mieloma (células cancerosas imortalizadas)
para formar hibridomas. As células que produzem o anticorpo desejado sao
selecionadas e clonadas, permitindo armazenamento indefinido para producao
continua (Little et al., 2000; Moraes et al., 2021).

O uso de anticorpos murinos, entretanto, esta atrelado com a producéo,
pelo paciente, de anticorpos humanos anti-imunoglobulina murina (HAMA, do inglés
‘human anti-mouse antibody”), que aumentam a depuragao plasmatica do anticorpo
ao mesmo tempo que reduzem o seu direcionamento ao tumor (Reynolds et al., 1989).
Clinicamente, os HAMA reduzem a eficacia do anticorpo administrado e resultam em
reacbes de hipersensibilidade que podem limitar a continuidade do tratamento

(Courtenay-Luck et al., 1986). Os anticorpos quiméricos comeg¢aram a lidar com o
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problema da imunogenicidade pela substituicdo da regido constante murina por
regides humanas equivalentes, melhorando interagdo com os receptores Fc humanos
(Shin, 1991).

Posteriormente, a tecnologia de humanizagdo de anticorpos tornou
possivel a transferéncia dos CDRs murinos para um framework humano, otimizando
sua farmacocinética e reduzindo ainda mais sua imunogenicidade (Winter; Harris,
1993). O continuo avango biotecnoldgico levou a obtengao de anticorpos totalmente
humanos, que representam um avang¢o no desenvolvimento de imunoterapias mais
seguras e eficazes (Weiner, 2006). Métodos para produgdo de mAbs humanos
incluem a fusdo de células B humanas com células mieloma, o uso de camundongos
transgénicos e a tecnologia de phage display (Jakobovits, 1995; Lonberg, 2008;
Silkina et al., 2022).

O progresso técnico do campo da expressao de proteinas recombinantes
resultou na producao de anticorpos em formatos alternativos ao Y convencional que,
com peso molecular aproximado de 150 kDa, encontram dificuldade em difundir-se do
leito vascular para massas tumorais sélidas, além de ser eliminado lentamente do
corpo (Dickopf; Georges; Brinkmann, 2020). J& os fragmentos de anticorpos tém
melhor depuragao, maior penetracao tecidual, além de poderem ser produzidos em
larga escala a partir de plataformas bacterianas, sendo uma alternativa para contornar
0s obstaculos associados a utilizagdo de células de mamifero necessarias para
anticorpos completos (Xenaki; Oliveira; Henegouwen, 2017; Fesseha; Degu;
Endashaw, 2020).

O menor fragmento que retém a especificidade de ligagédo ao antigeno do
anticorpo completo é o Fv (Figura 7). Para compensar pela instabilidade da
associagao nao covalente entre Vu e Vi, os dominios podem ser conectados por uma
ligacao dissulfeto, produzindo um dsFv, ou por um peptideo ligante flexivel — como o
linker GlysSer e suas variagdes — para formar fragmentos variaveis de cadeia simples
(scFv), que pesam aproximadamente 28 kDa (Fesseha; Degu; Endashaw, 2020;
Nelson; Reichert, 2009).
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Figura 7. Formatos de anticorpos
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Representagdo de superficie da estrutura cristalografica
representativa de um IgG genérico (PDB: 5DK3), com destaque para as regides Fc e Fab, ao lado de
diferentes formatos de anticorpos terapéuticos.

Blinatumomabe foi o primeiro scFv terapéutico aprovado pelo FDA (Food
and Drug Admnistration) para o tratamento da LLA-B refrataria, sendo um biespecifico
anti-CD3/anti-CD19 (Przepiorka et al., 2015) (Figura 7). J& o Moxetumomabe
pasudotox € um scFv produzido a partir da fusdo de um fragmento anti-CD22 a uma
exotoxina de Pseudomonas aplicado ao tratamento de leucemia de células pilosas
(Dhillon, 2018).

Nao obstante, existem, na natureza, anticorpos que dispensam a cadeia
leve e interagem com o antigeno a partir de um dominio simples, pesando entre 12 e
15 kDa. Esse € o caso dos nanocorpos (Vuh, Figura 7), encontrado em camelos,
alpacas e lhamas, e dos dominios variaveis de ligagdo ao antigeno (Vnar), presente
nos tubardées (Muyldermans, 2013; English; Hong; Ho, 2020). Essas moléculas sao
estaveis em diferentes valores de pH e temperatura, exibem fortes afinidades de
ligacdo ao alvo e sdo capazes reconhecer epitopos cdncavos e ocultos (Duan et al.,
2022). Além disso, nanocorpos com especificidades distintas podem ser associados
através de peptideos flexiveis para produgao de Bi-VHH (Wang et al., 2022).

Um outro formato € o dos fragmentos de anticorpos diméricos, ou diabodies,
que consistem em homodimeros de scFvs covalentemente ligados por um linker
peptidico que forga a formagcdo de um complexo intermolecular entre dominios
cognatos (Holliger; Prospero; Winter, 1993) (Figura 7). De forma semelhante, os dsFvs
também podem ser associados com a adicdo de um peptideo ligante para formar
fragmentos biespecificos, os (dsFv). (Bera et al., 1998). Ja os minibodies s&o
proteinas de fusdo homodiméricas resultantes da associagdo de scFvs a regiao
constante Ch3 (Hu et al., 1996). Além desses, moléculas biespecificas podem ser

produzidas em mais de cinquenta formatos, incluindo quadromas e anticorpos “knobs-
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into-holes”, que possuem regides constantes projetadas para que ocorra a associagao

heterofilica das duas cadeias pesadas (Merchant et al., 1998).

1.2.2 Mercado dos anticorpos terapéuticos

A primeira aprovagao de anticorpo terapéutico murino para uso humano
ocorreu em 1986 com o Muromonab-CD3 (Orthoclone OKT3), utilizado para reduzir a
chance de rejeicdo em pacientes de transplante renal (Jaffers et al., 1986). Desde
entdo, 48 anticorpos foram aprovados pelo FDA para tratamento do cancer, com 37
registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) até 2024. Destes,
8% tém origem murina, 15% sao quiméricos, 33% sao humanos e 44% sao
humanizados (Menezes et al., 2024; Leonel et al., 2022).

O mercado global de anticorpos deve atingir a receita de quase meio trilhdo
de ddlares em 2030. Entretanto, o acesso a imunoterapia é limitado pelo seu elevado
custo (Stone; Spiller; Smith, 2023; Vidal; Figueiredo; Pepe, 2018). Um exemplo pode
ser encontrado no Pembrolizumabe: a caixa desse mAb anti-PD-1, usado no
tratamento do melanoma avancado, custa aproximadamente R$ 18,8 mil reais, com
um valor estimado de R$ 580 mil reais para o tratamento anual (Carvalho, 2019).

No Brasil, a aquisicdo de imunobiolégicos representa um percentual
crescente dos gastos do Ministério da Saude gragas a adogéo desses produtos como
opcgao terapéutica de primeira linha (Vidal; Figueiredo; Pepe, 2018). Por conta do
elevado custo, diversos mAbs ndo se encontram disponiveis na Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (Rename) e, por conseguinte, no Sistema Unico de Salde
(SUS). A judicializagao tornou-se uma forma comum de acesso ao tratamento, com
gastos crescentes, de R$ 26 milhdes em 2007 para R$ 1,32 bilhdes em 2016 (Leonel
et al., 2022).

Visando a ampliacdo do acesso, as empresas biofarmacéutica tém
demonstrado maior atencdo a producdo e comercializacdo de medicamentos
biossimilares. Estes sao definidos como versdes “genéricas” dos mAbs originais,
contendo a mesma sequéncia de aminoacidos, mas sendo produzidos a partir de
diferentes plataformas ou processos de fabricagdo (Santos-Neto et al., 2021; Beck,
2011). Desde 2005, mais de 40 biossimilares foram aprovados apenas na Europa,
incluindo o CT-P6 (Herzuma), uma alternativa mais acessivel ao Trastuzumabe para

o tratamento do cancer de mama HER2+. (Gherghescu; Delgado-Charro, 2020; Dias;
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Kudo; Garcia, 2020)

Ja os biobetters sao anticorpos direcionados ao mesmo epitopo de um
anticorpo ja existente. No entanto, essas moléculas diferenciam-se por apresentarem
propriedades quimica, moleculares ou funcionais aprimoradas que incluem, mas nao
estdo limitadas, a um aumento da meia-vida, reducao da toxicidade, reducao da
imunogenicidade e otimizagcdo dos efeitos farmacodinamicos (Sassi; Nagarkar;
Hamblin, 2015; Beck, 2011; Correia, 2010).

Da perspectiva de custos e riscos para o desenvolvimento, os biobetters
estdo entre os biossimilares e os medicamentos de referéncia, uma vez que nao
precisam esperar pela expiracdo da patente, mas podem apresentar desafios nos
estagios iniciais do desenvolvimento. Apds a etapa pré-clinica, no entanto, os
biobetters apresentam chances significativamente maiores de sucesso em ensaios

clinicos do que novos medicamentos (Torres-Obreque et al., 2022).

1.3 Biologia estrutural e bioinformatica no drug discovery

O desenvolvimento de medicamentos &€ um processo extenso e
dispendioso, envolvendo varias etapas como a identificagdo e validacao de alvos,
desenvolvimento de ensaios, identificacdo de compostos lideres, otimizagao de
candidatos, testes pré-clinicos e clinicos, além da aprovagao regulamentar (Malathi;
Ramaiah, 2018). Esse processo pode levar entre 10 e 15 anos e custar até 4 bilhdes
de dolares por farmaco aprovado (Khan; Akhtar, 2023).

Uma alternativa mais eficiente e econémica é encontrada no desenho
racional de medicamentos, ou farmacologia reversa, que se inicia pela identificagao
de um alvo proteico promissor, seguida da busca por estruturas tridimensionais
adequadas para tal proteina (Batool; Ahmad; Choi, 2019; Frye et al., 2021). Com os
avangos das técnicas de biologia estrutural, como a criomicroscopia eletrénica, a
determinagdo de estruturas tridimensionais de macromoléculas tornou-se mais
acessivel e precisa (Subramaniam et al., 2016).

Além disso, o surgimento de técnicas de predicdo de estruturas de
proteinas por inteligéncia artificial, como o AlphaFold2, também oferece novas
oportunidades para desenvolver medicamentos visando alvos sem estrutura resolvida

(Jones; Thornton, 2022; Lee; Su; Tseng, 2022). Repositérios de estruturas de
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macromoléculas, como o Protein Data Bank (PDB) e o AlphafFold Protein Structure
Database, colecionam mais de 200 mil estruturas experimentais e mais de 1 milhao
de modelos computacionais (Burley et al., 2024; Varadi et al., 2024).

A disponibilidade de estruturas 3D de proteinas estabelece a base para o
desenho de medicamentos baseado em estrutura (SBDD, do inglés “structure-based
drug design”), uma forma mais eficiente de identificar e otimizar compostos-lideres
abordando a patologia a nivel molecular (Batool; Ahmad; Choi, 2019). Sdo exemplos
de técnicas atreladas ao SBDD o docking e a dindmica molecular (Malathi; Ramaianh,
2018).

O docking proteina-proteina produz uma série de poses — definidas como
o conjunto de conformagbes e orientagdes de interacdo que refletem os possiveis
modos de ligagédo — que sdo ranqueadas através de uma fungéo de pontuacgéo (Torres
et al., 2019; Depetris et al., 2022). Com isso, é possivel realizar a identificagdo de
epitopos e a descrigdo dos complexos anticorpo-antigeno, levando a caracterizagao
funcional da proteina e direcionando a sua otimizagéo (Depetris et al., 2022).

Simulagdes de dindmica molecular (DM) oferecem dados atomisticos sobre
sistemas complexos, incluindo informacdes sobre as interacoes, a flexibilidade e o
perfil eletrostatico das macromoléculas (Al Qaraghuli; Kubiak-Ossowska; Mulheran,
2018). Durante sua execucgao, € realizado o calculo das forgas de interacao que atuam
sobre cada atomo, propagando as velocidades e posigdes atbmicas por integragao
numérica das equagdes de movimento de Newton (Cheng; Ivanov, 2012).

Simulagbes de DM s&o uteis, dentre outras coisas, para avaliar a
estabilidade conformacional de anticorpos, investigar o papel de aminoacidos
individuais para manutengédo dos complexos com os antigenos, calcular a energia de
interagdo, guiar otimizagbes e, fundamentalmente, acelerar o desenvolvimento de
bioterapéuticos (Hu; Zhang; Chen, 2011; Kortkhonjia et al., 2013; Lai et al., 2014; Al
Qaraghuli; Kubiak-Ossowska; Mulheran, 2018).

Outras técnicas in silico podem ser utilizadas para otimizacao racional dos
mADs e seus fragmentos. Exemplos aplicados a maturagao de afinidade de anticorpos
sdo a mutagénese de saturacdo e o enxerto de CDRs, este que realiza a troca dos
loops hipervariaveis por outros de diferentes tamanhos e composigdes (Xin et al., 2018;
Adolf-Bryfogle et al., 2018). Além disso, os métodos computacionais também podem
ser utilizados para predicdo e otimizacdo de outros aspectos relacionados ao
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desenvolvimento, como a solubilidade e a estabilidade das moléculas terapéuticas
(Harris; Cohen, 2024; Sormanni et al, 2017).

1.4 Abordagem do problema

O cancer é um importante problema de saude publica, sendo uma das
principais causas de morte no mundo e um obstaculo significativo ao aumento da
expectativa de vida da populagéo (Sung et al., 2021). Em 2023, o Brasil registrou mais
de 700 mil novos casos de cancer, com gastos em tratamentos oncoldgicos proximos
a 4 bilhdes de reais (Instituto Nacional de Cancer, 2022). Entre 2018 e 2022, houve
um aumento de cerca de 402% nos custos médios, o que pode ser associado, em
partes, a incorporagao de novas tecnologias, como a imunoterapia (Valverde, 2023).

Enquanto a Constituicdo Federal de 1988, em seu artigo 196, determina
que a saude é um direito de todos e dever do Estado, o Projeto de Lei 5514/23 busca
efetivar esse direito constitucional pela garantia do acesso a imunoterapia no SUS
(Brasil, 1988; Reis, 2023). A importancia de tal projeto é ressaltada pelo elevado
numero de agdes judiciais movidas por pacientes que tiveram seus tratamentos
negados, gerando um 6nus de R$1,4 bilhdo ao Estado apenas em 2018 (Melo, 2019).

Esse cenario reforga a importancia do fortalecimento da industria brasileira
de imunobioldgicos, seja pela transferéncia de tecnologias ou pela pesquisa e
desenvolvimento inteiramente nacional como meio para baratear custos e ampliar o
acesso (Guimaraes, 2021; Rangel; Augusto; Manuel, 2023). A proposi¢ao de
biobetters — incluindo anticorpos e fragmentos modificados para otimizagdo da
afinidade, eficacia, termoestabilidade ou seguranga — pode constituir uma alternativa
para acelerar a obtengao de protétipos antineoplasicos (Liu et al., 2020).

Os biobetters sao medicamentos inovadores que n&o dependem da
expiracao da patente da referéncia a partir do qual foi construido (Royzman; Cohen,
2015; Silva, 2021). As modificagdes, quando atreladas a um aumento da eficacia,
podem reduzir a frequéncia de administragdo. Tal reducao é benéfica tanto do ponto
de vista da seguranga do paciente, podendo atenuar a manifestagdo de efeitos
adversos, quanto do conforto, diminuindo a necessidade de deslocamento até
unidades hospitalares ou ambulatoriais para receber a administracao intravenosa,
além de poder diminuir em até 40% o custo ao sistema de saude (Verma; Jain;
Chauhan, 2018).
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O planejamento de biobetters frequentemente utiliza métodos
computacionais para prever mudangas eficazes, diminuindo o numero de etapas
experimentais necessarias (Kuyucak; Kayser, 2017). Amaturacao de afinidade in silico,
assim como o SBDD, tem se beneficiado do ganho de poder computacional, tornando-
se uma ferramenta efetiva para otimizacao das propriedades biofisicas dos anticorpos
(Li et al, 2023). Dessa forma, metodologias computacionais podem ser
implementadas no desenho de fragmentos para epitopos especificos, na adigao de
linkers e na otimizagao da interacdo e da termoestabilidade (Krokhotin et al., 2019;
Codina et al., 2019; Aguilar Rangel et al., 2022).

O anticorpo Brontictuzumabe (BRON) pode servir como base para
modificagdes em novas moléculas terapéuticas devido a sua capacidade de bloquear
a ativagao da via de sinalizagao Notch1, crucial para a sobrevivéncia celular em
tumores (Gharaibeh et al., 2020). A ativagao atipica de Notch1 foi relatada em diversas
malignidades, incluindo em metade dos casos de LLA-T, com seu bloqueio resultando
em um melhor prognéstico (Chu et al., 2010; Yuan et al., 2015; Gharaibeh et al., 2020).

Devido a auséncia de estruturas experimentais desse anticorpo no PDB, o
mecanismo molecular pelo qual BRON inibe a ativacdo de Notch ndo esta
completamente elucidado. A compreensédo detalhada da interface de ligagao é crucial
para a proposicao de mutagbes que aumentam a afinidade ou especificidade do
anticorpo (Clark et al., 2006; Kiyoshi et al., 2014). Nesse sentido, modelos
computacionais podem ser empregados tanto para entender o mecanismo molecular
de inibicdo quanto para prever os impactos de mutagbes otimizadoras ou da
modificagao do formato de um anticorpo, guiando o desenvolvimento de biomoléculas
com perfil terapéutico otimizado (Abdolmaleki; Ganjalikhani hakemi; Ganjalikhany,
2024).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Propor e desenvolver novos desenhos de anticorpos baseados no anti-
Notch1 Brontictuzumabe, utilizando abordagens de otimizagéo in silico, explorando
tanto a otimizag¢ao de afinidade quanto a introducdo de formatos alternativos, como

scFvs, para ampliar o seu potencial terapéutico

2.1 Objetivos especificos

e Modelar computacionalmente o fragmento variavel de BRON;

e Validar a metodologia de docking proteina-proteina para NRR e aplica-la para

propor o seu modo de ligagédo a BRON;

e Avaliar a estabilidade, as interacdes e as conformagdes do complexo anticorpo-

antigeno;

e Calcular a energia livre de interagcao entre BRON e NRR e caracterizar a

dissociagao de tal complexo, a fim de estimar sua afinidade de interacgao;

e Realizar mutagénese de saturagéo na interface do anticorpo para desvendar

os hot-spots mutacionais na interface;
e Propor biobetters por enxerto de CDRs e otimizagédo de sequéncia;

e Validar os desenhos otimizados quanto a estabilidade, interacdo com o NRR,
interagbes com outros receptores Notch, solubilidade, além de outras

propriedades fisico-quimicas;

e Propor e avaliar modelos de scFvs com base no BRON, visando sua aplicacao

em novas estratégias terapéuticas.
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3 METODOLOGIA

O desenvolvimento de biobetters pode utilizar ferramentas in silico na
caracterizagao e selecao de candidatos promissores visando a sua futura validacao in
vitro e in vivo. As etapas computacionais utilizadas neste trabalho estao sintetizadas
na Figura 8. A estrutura do fragmento variavel do Brontictuzumabe foi obtida por
modelagem molecular e utilizada para identificar os seus modos de interagdo ao
antigeno NRR de Notch1.

O complexo resultante do docking foi validado e caracterizado por
simulagdes de dindmica molecular extensivas, e as conformag¢des predominantes
foram empregadas nas etapas subsequentes de desenho, que envolveram
mutagénese de saturacao, enxerto de CDRs e dobramento inverso. A sequéncia do
anticorpo foi também submetida a modelos de linguagem visando a realizagao de uma

evolugao dirigida.

Figura 8. Estratégia computacional aplicada para obtencdo de biomoléculas
otimizadas a partir de BRON
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Concomitantemente, foi realizada a construcdo de scFvs a partir do
Brontictuzumabe, considerando as vantagens associadas ao uso desses fragmentos.
Por fim, as novas moléculas passaram por avaliacbes detalhadas de estabilidade,
interagdes e solubilidade, assegurando sua viabilidade para as proximas fases de

validagao experimental.

3.1 Modelagem computacional do Fv de BRON

A sequéncia do BRON foi recuperada do Clarivate Integrity Database, um
banco de dados que contém informagdes detalhadas sobre compostos
biofarmacéuticos. A sequéncia, datada de junho de 2015, foi identificada pelos codigos
52M51, OMP-52M51, ou UNY2TQA40E. Para modelar os fragmentos variaveis, foram
utilizados os métodos ABodyBuilder, da plataforma SAbPred, e RoseTTAFold, através
do servidor Robetta (Leem et al., 2016; Baek et al., 2021). A numerag¢ao de Martin foi
aplicada na anotagao das posi¢gdes das CDRs e insergdes (Abhinandan; Martin, 2008).

A validagéo das estruturas modeladas utilizou trés ferramentas de analise
global e local. O programa MolProbity foi empregado para uma avaliagéo
estereoquimica detalhada, com enfoque nos parametros de clashscore e de outliers
no grafico de Ramachandran (Williams et al., 2017). Ja a avaliagéo pelo QMEANDiIsCo
fornece uma estimativa da qualidade global da estrutura com base em aprendizado
de maquina (Studer et al., 2019). Por fim, o VoroMQA, avalia a qualidade com base
em um método geométrico de analise de vizinhanga (Studer et al., 2019; Olechnovic;
Venclovas, 2017).

3.2 Docking do Fv de BRON ao dominio NRR de Notch1

3.2.1 Validagdo da metodologia de docking proteina-proteina para um

complexo envolvendo NRR

A validagéo da metodologia de docking foi feita através do redocking do
PDB: 3L95, um complexo entre um Fab de um anticorpo antagonista e NRR de Notch1
obtido por difragéo de raios X com resolucéo de 2,19 A (Wu et al., 2010). Usando o
programa PyMOL 3.0.3 (Schrddinger, LLC, 2015), foram gerados arquivos de estrutura

separados para o Fab e o antigeno. O estado de protonacgao das proteinas foi corrigido
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para pH 7,4 usando o PDB2PQR disponivel no servidor Poisson-Boltzmann (Dolinsky
et al., 2004; Jurrus et al., 2018).

O docking utilizou dois programas distintos: 0 HADDOCK2.2 para docking
dirigido, utilizando os aminoacidos de CDR como residuos ativos; e o ClusPro, tanto
no modo normal quanto no modo anticorpo, para docking cego (van Zundert et al.,
2016; Kozakov et al., 2017). Os complexos gerados foram comparados a estrutura
experimental utilizando o DockQ, que produz um escore baseado no RMSD de
interface (iIRMS), no RMSD do ligante (LRMSD) e na fragdo de contatos nativos (Fnat)
(Basu; Wallner, 2016).

O calculo da raiz do desvio quadratico médio, ou RMSD (Root Mean Square
Deviation), é feito a partir do alinhamento das estruturas e da diferenga das posigdes
dos residuos correspondentes em relacdo a uma referéncia, sendo a medida
quantitativa mais comum para avaliar a similaridade entre duas coordenadas atbémicas
sobrepostas (Maiorov; Crippen, 1994; Kufareva; Abagyan, 2012). A Equacao 1 ilustra
o calculo do RMSD, onde N € o numero de atomos, m; € a massa do atomo i, Xi é o
vetor de coordenadas para o atomo alvo i, Y; é o vetor de coordenadas para o atomo

de referéncia i e M é a massa total.

RMSD = \/Zﬁo[mi *]\;Xi —Y)’] (1)

Enquanto iRMS refere-se a diferenca na posicao dos atomos na interface
de interagdo anticorpo-antigeno, o LRMSD considera a diferenga na posi¢cao de todos
os atomos do ligante em relacdo ao complexo experimental. Fnat refere-se aos
contatos atdmicos entre o ligante e o receptor presentes na estrutura experimental e
conservados no modelo gerado (Méndez et al., 2003; Gao; Skolnick, 2011). No DockQ,
esses trés parametros sdo combinados de acordo com a Equacao 2, e o escore
gerado subdivide os complexos gerados na classificagdo CAPRI: incorretos (0 <
DockQ < 0,23); qualidade aceitavel (0,23 < DockQ < 0,49); qualidade média (0,49 <
DockQ < 0,80); e alta qualidade (DockQ = 0,80) (Basu; Wallner, 2016).

DockQ (Fnat, LRMSD,iRMS, d;, d2) = 2
(Frat+RM Sueatea (LRMSD, dy)+RM Syeatea (iRMS, ds)) /3



47

Para avaliar a manutencdo de interacbes fundamentais ao cristal no
complexo gerado por docking, foram realizadas duas replicatas de dinamica molecular
com duragcao de 100 ns, usando a mesma estrutura inicial e diferentes sementes
aleatdrias. Inicialmente, a nomenclatura dos residuos foi ajustada aquela utilizada pelo
Amber no estado de protonagéo equivalente ao pH 7,4 com o PDB2PQR (Dolinsky et
al., 2004; Jurrus et al., 2018) (Figura 9).

Em seguida, o sistema de simulagdo foi preparado com o tleap do
AmberTools19, sob o campo de forga ff14SB (Maier et al., 2015). O complexo foi
inserido em uma caixa de agua SPC/E (“extended simple point charge model’) em
formato de octaedro truncado, que foi solvatada até 15 A de distancia do ultimo atomo
da proteina a fim de evitar interagdes entre suas imagens periddicas (Berendsen;
Grigera; Straatsma, 1987; Chatterjee et al., 2008).

O sistema foi neutralizado com a adicdo de ions Na* e CI-, e a concentracao
salina foi ajustada para NaCl 0,15 M, a fim de mimetizar as condi¢des fisiologicas (KFiz
et al., 2013). O calculo da quantidade de atomos de cloreto e sédio necessarios para
atingir a osmolaridade desejada usou o servidor SLTCAP (Schmit et al., 2018). Em
seguida, a topologia do sistema foi modificada utilizando o modulo parmed do
AmberTools19 para realizar o reparticionamento de massa dos hidrogénios (HMR, do
inglés “Hydrogen Mass Repatrtition”), permitindo o uso de um passo de integracéo de
4 fs (Hopkins et al., 2015).

As simulagdes foram realizadas na versdo CUDA do Amber18 com o
modulo PMEMD (Case et al., 2018; Salomon-Ferrer et al., 2013). O método particle
mesh Ewald (PME) foi usado para tratar interagdes eletrostaticas de longo alcance.
Um cut-off de 10 A foi aplicado as interagdes néo ligadas e o algoritmo SHAKE foi
utilizado para restringir as ligagbes envolvendo atomos de hidrogénio (Darden;
Pedersen, 1993; Essmann et al., 1995; Ryckaert; Ciccotti; Berendsen, 1977).

A minimizacdo dos sistemas foi realizada em trés etapas. Nas duas
primeiras, com as proteinas fixas por uma restricdo de posi¢cdao de 500 kcal/mol, os
ions e as moléculas de solvente passaram por 2.000 ciclos de minimizacao, sendo os
primeiros 1.000 ciclos com o algoritmo steepest descent seguidos de 1.000 ciclos
utilizando o método de gradiente conjugado. Na terceira etapa, todo o sistema foi
minimizado sem restricdes, comecando com 2.000 ciclos utilizando steepest descent,
seguidos pelo gradiente conjugado até a convergéncia (Nazareth, 2009; Meza, 2010).
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Figura 9. Fluxograma de simulagéo de dindmica molecular
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Os arquivos de estrutura no formato .pdb seguem as etapas
de preparacdo e montagem do sistema, gerando arquivos de topologia .prmtop e de
coordenadas .inpcrd, que sao utilizados pelo Amber18 para executar a simulagdo, gerando
arquivos de trajetdria no formato .netcdf.
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O procedimento de equilibrio também foi realizado em trés etapas. Na
primeira, o sistema foi gradualmente aquecido a 310 K ao longo de 175 ps em
ensemble candnico (NVT) usando o termostato de Langevin (Nauchitel', 1981; Farago,
2019). Apo6s o aquecimento, o equilibrio da densidade utilizou ensemble NTP, com o
barostato de Monte Carlo ajustando a press&o para 1 atm durante 500 ps (Aqvist et
al., 2004). Ambas as etapas usaram restricbes de posigdo de 10 kcal/mol-A? nos
atomos das proteinas. Finalmente, um equilibrio estendido foi realizado por 5 ns livre
de restrigdes.

As simulacdes de producao com duracdo de 100 ns foram conduzidas em
ensemble isotérmico-isobarico (NTP). As trajetérias resultantes foram analisadas com
o cpptraj para determinar o RMSD, as ligagdes de hidrogénio e as distancias
relevantes (Roe; Cheatham, 2013). A Figura 9 contém o fluxograma completo da
preparacao até a analise das simulacdes da DM. Todas as execucgdes utilizaram um
cluster computacional HPC-HPE com 10 nodes de calculo e dois principais com 60 TB
de capacidade de armazenamento, sendo 1 Compute Node HPE DL380 2U,
configurado como Headnode, 20 cores, 192GB, 36 TB, uma maquina similar com 24
TB de armazenamento, 2 nodes de calculo, cada um com 32 cores, 192GB de DDR4,
2 GPU NVIDIA P100 12GB, e mais 8 nodes com GPU K20.

3.2.2 Docking BRON-NRR

Previamente ao docking de BRON em NRR, foi realizada a predigao de
epitopos do antigeno a partir da sua sequéncia com o BepiPred-3.0, aplicando um cut-
off de 0,15 ao escore predito para identificacdo dos residuos-alvo (Clifford et al. 2022).
O docking do Fv modelado de BRON foi realizado com o NRR de Notch1, extraido do
PDB: 3L95. A conformagéo ligada de NRR, em complexo a um anticorpo, foi escolhida
por apresentar ajustes estruturais, como mudancas nas conformag¢des das cadeias
laterais dos residuos de interface, que favorecem a interagdo (Apéndice A).

Vale ressaltar que os residuos que participaram das interacdes descritas
em 3L95 ndo foram utilizados como ancoras de interagdo para o complexo BRON-
NRR, sendo aplicada a metodologia de docking cego que garante a livre exploragao
da superficie do antigeno sem a imposigao de restrigdes conformacionais.

O estado de protonagéao das proteinas foi ajustado e o docking foi realizado

utilizando o software ClusPro nos modos normal e anticorpo. As estruturas com os
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menores escores de energia foram submetidas a validagéo por meio de simulagdes
de dindmica molecular aquecidas (DMa). Essa abordagem consiste em submeter as
estruturas obtidas por docking a aumentos subsequentes de temperatura, com o
objetivo de separar as poses verdadeiras de decoys (poses falsas) (Radom; Plickthun;
Paci, 2018).

A preparagao do sistema iniciou pelo capeamento do N- e C-terminal das
proteinas com grupamentos acetil (ACE) e N-metilamida (NME). As demais etapas
seguiram o fluxograma da Figura 9, incluindo trés passos de minimizagao e trés de
equilibrio. A dindmica de produgao foi iniciada na temperatura de 310 K (36,85 °C), a
mesma na qual o sistema foi equilibrado. Apds 30 ns, foram realizados trés aumentos
de temperatura: entre 30 e 42,5 ns, a simulagéo foi conduzida a 330 K (56,85 °C); no
intervalo seguinte, de 42,5 a 55 ns a temperatura utilizada foi de 360 K (86,85 °C); e
os ultimos 15 ns de simulagao usaram 390 K (116,85 °C) (Figura 10).

Figura 10. Simulacbes de dindmica molecular aquecida
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Apds a etapa de aquecimento de 0 a 310 K, séo
executadas as demais etapas de equilibragdo. A DM de producgao € iniciada na temperatura
de 310 K. A temperatura é elevada para 330 K, 360 Ke 390 Kem 30 ns, 42,5 ns e 55 ns, e
a simulagéo é encerrada em 70 ns.

As trajetdrias resultantes foram analisadas com o cpptraj para o calculo do
RMSD total e do iRMS, com um valor de corte de 5 A aplicado na identificacdo de

poses estaveis. O complexo que se manteve dentro do cut-off foi avaliado também
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quanto a manuteng¢ao das estruturas secundarias ao longo da simulagéo via DSSP
(Dictionary of Secondary Structures in Proteins).

Os programas PDBSum e RING 4.0 foram entéo aplicados para identificar
o0 numero de residuos envolvidos na interacdo, a area de interface, a formacao de
pontes salinas, ligagdes de hidrogénio e de contatos nao ligado (de Beer et al., 2014;
Laskowski et al, 1997; Del Conte et al., 2024). Essas informagdes foram utilizadas
para caracterizar o perfil dos residuos que compdem a interface e compreender a
contribuicdo das CDRs de BRON para interacado. Além disso, foi feito o alinhamento
das estruturas oriundas do docking a estrutura cristalografica 3L95 usando o programa
de visualizagdo de estruturas ChimeraX , a fim de analisar comparativamente o
mecanismo de inibicdo (Meng et al., 2023; Pettersen et al., 2020; Goddard et al., 2017).

3.3 Amostragem conformacional do complexo BRON-NRR

3.3.1 Simulagées de dindmica molecular convencionais

Para aprofundar o entendimento sobre a dindmica e estabilidade do
complexo Fv-NRR, foram realizadas quatro replicatas de DM de 400 ns. As
simulagdes foram iniciadas a partir das caixas de simulagao octaédricas previamente
preparadas para a DMa, que foram submetidas a novas etapas de minimizagao e
equilibragéo (Figura 9). Os 400 ns de produgao foram subdivididos em 80 etapas de
5 ns cada, cada uma consistindo em 1.250.000 passos de 4 fs, uma condi¢ao
possibilitada pelo uso do HMR. As coordenadas foram registradas no arquivo de
trajetoria a cada 1.250 passos, resultando em um total de 80.000 frames.

O cut-off de distancia para as interacdes de van der Waals e eletrostaticas
foi estabelecido em 10 A. O controle de presséo foi realizado utilizando o barostato de
Monte Carlo, mantendo o sistema a uma pressao de 1 atm, enquanto o controle de
temperatura foi feito com o termostato de Langevin, fixando a temperatura em 310 K,
sendo estes parametros, assim como a concentragéo i6nica de 0,15 M, escolhidos
para mimetizar condigbes fisioldgicas. As trajetorias geradas foram comprimidas e

analisadas usando o cpptraj para o avaliagao de diversas métricas.
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O RMSD foi calculado tanto para o complexo quanto para o anticorpo e
antigeno individualmente. O iRMS, em particular, focou na interface entre BRON e
NRR, fornecendo insights sobre a manutencgéo da interagéo ao longo do tempo. Ja o
RSMF (“Root Mean Square Fluctuation”) foi calculado para os atomos da cadeia
principal das proteinas a fim de avaliar amplitude das flutuagdes, permitindo identificar
regides de maior flexibilidade (Kuzmanic; Zagrovic, 2010). O calculo do RMSF é
baseado na Equacéo 3, onde xij denota a posigao atomo i no frame j e (xi) é a posi¢cao

média de i em todos os frames que compde a trajetoria.

N
RMSF = Z Ti(5) — )2 (3)
J

As ligagcbes de hidrogénio (ligH) foram identificadas através de critérios
geométricos, sendo que a distancia entre um atomo pesado aceitador A— atomos com
elevada eletronegatividade, a exemplo do fluor, oxigénio e nitrogénio — e um atomo
pesado doador D deve ser inferior a 3 A, e o angulo A-H-D deve ser superior a 135°
(Arunan et al., 2011; Roe; Cheatham, 2013) (Figura 11A).

Figura 11. Condigdes geométricas para estabelecimento da ligH e redugdo de
dimensionalidade por PCA

B
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) A formagao de ligH depende de condigbes geométricas. Para o
cpptraj, essas condigdes correspondem a uma distancia A - D menor que 3 A e o angulo A-H-D maior
que 135°. (B) A PCA é uma técnica capaz de reduzir conjuntos de dados multidimensionais, como as
trajetérias de DM, em 2 dimensoes principais, facilitando sua interpretacéo grafica.

Para uma analise mais aprofundada das conformacdes adotadas pelo
complexo durante as simulagdes, foi realizada uma reducdo de dimensionalidade
utilizando a Andlise de Componentes Principais (PCA) (Cox, Cox, 2008; David; Jacobs,

2014) (Figura 11B). Nessa etapa, a trajetoria foi reduzida uniformemente para 20.000
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frames, diminuindo o custo computacional. A matriz de covariancia foi construida
utilizando apenas os atomos da cadeia principal (C, Ca, N, O) das proteinas. Essa
abordagem permitiu identificar o numero de componentes necessarios para descrever
o espago multidimensional amostrado e, dentro dos dois primeiros componentes
principais, as conformacgdes representativas do complexo em cada replicata.

Além das DM com o complexo BRON-NRR, foram realizadas simulagdes
de 100 ns para diferentes conformacdes do NRR de Notch: em cadeia uUnica pré-S1
(PDB: 3ETO); heterodimero nao-ligado (PDB: 3108); heterodimero na conformagao
ligada sem o Fab (PDB: 3L95); heterodimero em complexo com o Fab (Figura 12)
(Gordon et al., 2009a; Gordon et al., 2009b; Wu et al., 2010). Enquanto os primeiros
trés sistemas foram simulados em duplicatas, o ultimo foi alvo de quatro réplicas, que

foram analisadas utilizando o cpptraj e o pyPcaZip (Shkurti et al., 2016).

Figura 12. Conformagdes de NRR simuladas

® 3L95 @ 3ETO 3108

Fonte: elaborado pelo autor (2024). As estruturas de NRR na forma monomérica
(verde), heterodimérica nao-ligada (azul) e heterodimérica ligada (rosa) foram
recuperadas do PDB pelos cédigos 3ETO, 3108 e 3L95, respectivamente. Apenas
atomos das proteinas estdo sendo exibidos na exibi¢cdo de estrutura secundaria do
PyMOL.

O algoritmo LCPO (Linear Combination of Pairwise Overlaps) calculou a
area acessivel ao solvente (SASA, do inglés “Solvent-accessible Surface Area”) para
todo o sistema e especificamente para o sitio de clivagem S2 (residuos 1710 e 1711)
(Weiser; Shenkin; Still, 1999). Ja o pyPcaZip foi utilizado na redugdo de
dimensionalidade, realizando a diagonalizagao de trajetérias de diferentes sistemas e
as projetando sobre o0 mesmo espacgo bidimensional, garantindo a identificagdo das

conformagdes de NRR partindo de diferentes posi¢des iniciais.
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3.3.2 Energia livre de interagao

Com o intuito de avaliar a energia livre de interagdo e a contribuicao
individual dos residuos para a estabilidade do complexo BRON-NRR, foi empregada
a metodologia de MM/GBSA (Molecular Mechanics with Generalized Born and Surface
Area Solvation) (Srinivasan et al., 1998; Kollman et al., 2000). Este método permite a
decomposicédo da energia livre de ligagdo em termos entalpicos e entropicos,
fornecendo uma visao detalhada das interacdes moleculares e das forcas
estabilizadoras do complexo (Tuccinardi, 2021). A energia livre de ligagdo (AGpind) €
obtida pela soma da energia de interagdo molecular na fase gasosa (AEwmwm), da
energia livre de solvatacdo (AGsov) € da mudanca na entropia conformacional

associada a interacao ao ligante (-TAS) (Equagéao 4).

AGping = AEyp + AGgor, — TAS (4)

AEwmm € 0 somatério da variagdo nas energias internas correspondentes as
energias de ligagao, angulos e diedros, da energia eletrostatica e das energias de van
der Waals. AGson inclui contribuicoes polares e nao-polares, e é calculado com base
no modelo de Born Generalizado (GB) (Feig et al., 2004; Onufriev; Case; Bashford,
2002; Bashford; Case, 2000). Por fim, as mudangas na entropia conformacional séo
usualmente omitidas na avaliagéo da energia livre de interagéo relativa entre ligantes
semelhantes devido ao elevado custo computacional (Wang et al., 2019).

Para a analise MM/GBSA do complexo BRON-NRR, foi utilizado o script
MM/PBSA.py disponivel no AmberTools19 (Miller et al., 2012). Foram selecionados
400 frames igualmente espagados, coletados dos ultimos 100 ns das simulagdes de
400 ns, garantindo que apenas as conformagdes equilibradas fossem analisadas. A
decomposicao da energia livre também foi realizada para identificar os residuos que
desempenham papéis significativos na estabilizagado do complexo, denominados hot-
spots. Essa etapa visou a orientar a etapa de otimizacao, indicando sitios promissores
para realizagao de mutacdes que possam melhorar a afinidade, e residuos que devem
ser conservados para nao comprometer a formagao do complexo (Moreira; Fernandes;
Ramos, 2006).

3.3.3 Umbrella Sampling
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3.3.3.1  Validagdo da metodologia de Umbrella Sampling

A metodologia de Umbrella Sampling (DM-US) é amplamente utilizada para
calcular o perfil de energia livre em processos moleculares complexos, como a
dissociagao de complexos proteicos (Siebenmorgen; Zacharias, 2019). Na DM-US, a
coordenada de reagao, que representa a progressao do sistema de um estado inicial
para um estado final, &€ amostrada de forma eficiente, mesmo em regides de alta
energia que sdo raramente acessadas em simulagdes convencionais (Kastner, 2011).

Essa amostragem é possibilitada pela aplicagdo de um potencial de viés ao
longo de janelas, que restringe a coordenada de reagao ¢ a uma determinada faixa de
valores, sem, no entanto, impor uma restricdo rigida (Torrie; Valleau, 1977). A
combinagao das distribuigdes obtidas em cada janela é realizada por meio de métodos
tais quais a analise de histograma ponderado (WHAM), que permite calcular a calcular
a Forga Potencial Média (PMF, do inglés “Potential Mean Force”) (Kumar et al., 1995).

A qualidade da amostragem é crucial para a obtengdo de um PMF confiavel.
Para isso, é necessario garantir uma sobreposi¢ao adequada entre as distribuicoes
das diferentes janelas, facilitando a combinagdo dos dados na analise final. Outro
aspecto fundamental na metodologia de US é a escolha da coordenada de reagao
(Kastner, 2011). Portanto, com a finalidade de obter resultados fidedignos, o método
de DM-US foi validado pelo estudo da dissociagao do complexo barnase-barstar.

Este sistema foi escolhido por ser bem caracterizado, com disponibilidade
de dados estruturais de cristalografia de raios-X com alta resolugdo, parametros
termodindmicos obtidos por calorimetria e dados cinéticos, além de possuir um
tamanho moderado de aproximadamente 200 residuos, o que torna viavel seu uso
para simulagbes extensas (Schreiber; Fersht, 1995; Urakubo; lkura; Ito, 2008;
Gumbart; Roux; Chipot, 2013; Zhang et al., 2023).

A fim de comparar os resultados obtidos com a literatura disponivel,
inicialmente, foram obtidas as cadeias A e D da estrutura cristalografica PDB: 1BRS
(Buckle; Schreiber; Fersht, 1994; Wang et al., 2010). O estado de protonagao dos
residuos das proteinas foi ajustado ao pH 7,4, e as etapas de preparagdo seguiram
as diretrizes apresentadas na Figura 9. A caixa de simulacgdo foi dimensionada para
112,733 A em todas as diregdes, utilizando a 4gua com o modelo SPC/E.

A estrutura final obtida apds as etapas de minimizacao e equilibrio, que

utilizaram o campo de forga ff14SB com um tempo de integracdo de 2 fs e sem o uso
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de HMR, serviu como ponto de partida para a DM-US. Durante essas simulacées, a
coordenada de reacao foi definida como a distancia entre os centros de massa das

duas proteinas, calculada a partir dos Ca usando o cpptraj.

Figura 13. Parametros de execucao do Umbrella Sampling com sistema de referéncia

barnase-barstar

( Parametrizagdo sistema-dependente
N C\‘\( ) Distancia inicial (D;) Distancia final (D) Tamanho de janela (J) N°de janelas (n;) Forga de restrigio WHAM
o TR A 23,00 39,50 0,25 70 40 0,01
[\ \ 0,50 50 0,001
LD 0,0001
0,00001
0,000001

Fonte: elaborado pelo autor (2024). A estrutura secundaria do PDB: 1BRS do complexo barnase (verde)
e barstar (amarelo) foi observada no ChimeraX.

Para induzir a dissociagao do complexo barnase-barstar, foi aplicado um
potencial harménico ao longo da coordenada de reagao, restringindo o movimento das
proteinas ao longo do eixo Z (Wang et al., 2010). Um protocolo disponibilizado pelo
grupo de pesquisa MoBioChem, situado na Autonomous University of Madrid, foi
adaptado (Palmisano, 2022). Os valores de constante de forgca de restricao
selecionados para avaliacdo equivalem a 40 e 50 kcal/mol-A2.

A distancia inicial (Di) foi definida em 23 A, seguindo a metodologia
estabelecida por Wang e colaboradores (2010), e tamanhos de janela de 0,25 e 0,50
A foram testados (Figura 13). As simulagbes utilizaram 70 janelas de 5 ns cada,
totalizando 350 ns e 35 mil frames, com snapshots da trajetoria salvos a cada 10 ps.
A sobreposicdo entre as janelas foi verificada utilizando um script Python de
elaboragao propria.

Ja o PMF foi calculado utilizando o WHAM. Inicialmente, um script perl foi
aplicado para criar um arquivo de metadados levando em consideracdo que o
programa wham, que implementa o método homoénimo, usa a forma 0,5K(b — bo)?,
diferenciando-se da descricao utilizada pelo campo de forca do Amber, que é derivada
equacgao de Hooke (Figura 14) (Case et al., 2018; Ngan et al., 2008). Portanto, na
conversao das forcas utilizadas no Amber para execucao pelo wham, é necessario

multiplica-la por dois (Luo et al., 2023).
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Figura 14. Termos que compde o campo de for¢ga usado pelo Amber
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Para execucdo do wham, foi utilizada a temperatura de 310 K com os
valores de tolerancia de convergéncia variando de 0,01 a 0,000001 ksT (Grossfield,
2014). As iteragdes do WHAM param quando as probabilidades mudam menos que a
tolerancia (Hub; de Groot; van der Spoel, 2010). O erro foi estimado através de 10
ciclos de anadlise de bootstrap (Efron, 1979). A etapa de refinamento do perfil de
energia livre considerou que o primeiro nanossegundo de simulagdo em cada janela
corresponde ao periodo de acomodacao do sistema a nova coordenada de reagao,

sendo este, portanto, removido do calculo do PMF (Ruano; Cardenas; Nogueira, 2021).

3.3.3.2 Aplicacdo da DM-US no sistema BRON-NRR

Para a aplicagdo da DM-US no sistema anticorpo-antigeno BRON-NRR, as
conformagdes predominantes de cada uma das quatro replicatas de simulagao
convencional de 400 ns foram identificadas por PCA e extraidas da trajetoria com o
cpptraj. Esse sistema, que na DM anterior havia passado pelo reparticionamento das
massas de hidrogénios, foi reparametrizado sem a utilizagdo do HMR para gerar
novos arquivos de coordenadas e topologia que passaram, entdo, pelas etapas de

minimizacao e equilibragao ilustradas na Figura 9.

Respaldado pelos resultados do sistema de validagao, o tamanho de janela
para DM-US de BRON-NRR foi mantido em 0,25 A e a constante de forca em 50
kcal/mol-A?, tendo cada janela uma a duragdo de 10 ns. O primeiro nanossegundo de
cada janela foi excluido da analise de reponderamento, sendo considerado o periodo
de equilibrio para a nova coordenada de reacao, e 100 ciclos de analise de erro de
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bootstrap foram realizados. A tolerancia de convergéncia para o processamento com

o wham foi avaliada entre 0,01 e 0,0001 kgsT.

Figura 15. Umbrella sampling do sistema Fv-BRON
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Esquema ilustrativo do método de Umbrella Sampling aplicado ao
sistema BRON-NRR. O complexo esta representado como superficie, sendo NRR colorido em verde
claro, Vi em violeta, e VLem bege. Adistancia entre os centros de massa (CDM) das proteinas (indicada
pelo traco preto) &€ usada como a coordenada de reagéo, partindo da distancia inicial Di e indo até a
distancia final Dr. As simulagbes sdo conduzidas em numero de janelas ns ao longo de diferentes
distancias, sendo aplicado um potencial harménico responsavel por manter os valores de coordenada
variando dentro de J. Cada janela gera uma distribuicdo de amostragem (representada pelos graficos

de barras em cinza) com a respectiva variagédo das d

istancias. As distribuigcbes obtidas de cada janela

sdo combinadas usando o método WHAM para gerar o perfil de energia livre da interagédo entre as

proteinas.
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Para determinar a melhor tolerancia, foi calculado o coeficiente de
correlagao de Pearson, uma medida estatistica que quantifica a forca e a direcao da
relacédo linear entre duas variaveis. Esse coeficiente varia de -1 a 1, onde valores
préximos a 1 indicam uma forte correlagdo positiva (ou seja, a medida que uma
variavel aumenta, a outra também tende a aumentar), valores proximos a -1 indicam
uma forte correlagdo negativa (quando uma variavel aumenta, a outra tende a
diminuir), e valores préximos de 0 indicam auséncia de correlagéo linear (Benesty et
al., 2009).

O coeficiente foi calculado entre os valores de AG obtidos com diferentes
tolerancias e as estimativas de AGuind, geradas pelo método MM/GBSA, e AGsep,
obtidas pelo modulo InterfaceAnalyzer do Rosetta, permitindo identificar a tolerancia
que resultou na maior consisténcia entre os métodos (Sedgwick, 2009; Miller et al.,
2012; Stranges; Kuhlman, 2012). As simulagdes totalizaram 1 us por conformacgao e
a afinidade foi estimada como a diferenga entre o maior e 0 menor valor encontrado
na curva de PMF (Ngo et al., 2019; Lan et al, 2019). A metodologia utilizada para o
sistema BRON-NRR esta ilustrada na Figura 15.

3.4 Desenho computacional de biobetters baseados em BRON

3.4.1 Mutagénese de saturagao

Com as informagdes obtidas sobre as conformacgbdes predominantes do
complexo BRON-NRR, o perfil energético e a identificagdo dos hot-spots de interagao
anticorpo-antigeno, foi possivel avangar para a otimizagdo do Brontictuzumabe. O
primeiro passo envolveu a execugdo da mutagénese de saturagdo, utilizando as
quatro conformagdes predominantes identificadas nas simula¢des de 400 ns através
da PCA. Essa tarefa foi realizada empregando trés sub-rotinas do programa FoldX
v.5.1 (Figura 16) (Guerois; Nielsen; Serrano, 2002; Delgado et al., 2019). O fluxograma
de aplicagdo dos modulos do FoldX para automagdo da mutagénese de saturagao
baseou-se em no pipeline utilizado pelo programa MutateX (Tiberti et al., 2022).

Inicialmente, o RepairPDB foi utilizado para minimizar a energia e reparar
as estruturas, identificando e corrigindo residuos com angulos de torgéo inadequados,

choques de van der Waals, ou energias totais desfavoraveis (Van Durme et al., 2011).
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Em seguida, foi aplicado o PositionScan, que substitui um aminoacido genérico X por
cada um dos 20 aminoacidos possiveis, ajustando também os residuos vizinhos para
minimizar interagbes desfavoraveis (Jones; Olsen; Gajhede, 2018). As mutagdes
foram direcionadas para os residuos localizados na interface anticorpo-antigeno de
BRON, considerando condi¢des experimentais de 310 K de temperatura, forga ibnica
de 0,15 M e pH 7 4.

Figura 16. Mutagénese de saturacao utilizando os médulos do FoldX
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). A estrutura tridimensional do complexo BRON-NRR &, inicialmente,
reparada e, entdo passa pelos médulos do PositionScan e AnalyseComplex do FoldX, a fim de predizer
os impactos das mutagdes por todos os 20 aminoacidos em cada posi¢ao da interface proteina-proteina.
Essas informagdes foram condensadas em mapas de calor contendo os valores de AAG. Na imagem,
a estrutura secundaria de Vu e VL de BRON esta colorida em violeta e bege, respectivamente, e é
realizada a mutagénese de saturagdo de um residuo genérico X por todos os residuos.

Por fim, o mdédulo AnalyseComplex foi utilizado para avaliar a energia de
interacao entre as duas moléculas (AGying). O FoldX calcula a energia livre de ligagéo
de um complexo AB a partir das energias livres do complexo (AGag) e das moléculas
isoladas (AGa e AGg), sendo AGpind = AGas — (AGa + AGg) (Schymkowitz et al., 2005).
Um script em Python processou os arquivos gerados pelo FoldX, consolidando as
mutacoes individuais em cada posi¢cao em um unico arquivo de texto, e calculou o
AAG pela subtragado do valor de energia do complexo inicial do valor do complexo
mutado (AGwt - AGmut). Mutagdes favoraveis, portanto, resultaram em valores positivos

de AAG, indicando uma maior estabilidade energética do mutante (Figura 16).
3.4.2 Enxerto de CDRs e desenho de sequéncia

Os programas RosettaAntibodyDesign (RAbD) e AbSeldon foram aplicados
no enxerto de CDRs e desenho de sequéncia de BRON. O RAbD opera por meio de
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um ciclo externo, que, quando habilitado pelo usuario, executa o enxerto das CDRs,
passando a estrutura resultante para um ciclo interno, onde ocorre a otimizacado da
sequéncia, reempacotamento da cadeia lateral e minimizagdo dos CDRs (Adolf-
Bryfogle et al., 2018). Em seguida, é executada uma minimizacao de energia com a
funcao de energia do Rosetta e, caso a estrutura minimizada possua energia menor
do que a inicial, ela é aceita. Ja se a energia for superior, 0 novo modelo é aceito com
a probabilidade exp(-AE/RT), onde AE ¢ a diferenca de energia, seguindo o critério de
Monte Carlo (Nayeem; Vila; Scheraga, 1991) (Figura 17).

As conformacgdes mais acessadas durante as simulagdes de 400 ns de
BRON-NRR foram usadas como ponto de partida. A numeragao dos anticorpos foi
ajustada ao esquema AHo utilizando o ANARCI, adequando-se ao padrao utilizado
pelo RAbD (Dunbar; Deane, 2016). Devido a pouca contribuigdo das CDRs L1 e L2
na interface com NRR, esses dois loops foram selecionados para o enxerto. Ja o
desenho de sequéncia foi aplicado a todas as CDRs, exceto a H2, que apresentou
interacdes criticas para a estabilidade do complexo.

Seguindo as recomendagdes do manual do RAbD, o numero de passagens
pelo ciclo externo foi ajustado para 100, e o numero de estruturas geradas foi de 250
por conformagdo inicial. Considerando as quatro estruturas iniciais utilizadas, o
programa produziu um total de 1.000 anticorpos modificados. Os complexos gerados
foram avaliados usando o médulo InterfaceAnalyzer do Rosetta, que calcula, dentre
outros parametros, a energia de interacdo dos complexos proteina-proteina (Lewis;
Kuhiman, 2011; Stranges; Kuhiman, 2012). Desse modo, a diferenga de energia livre
entre o complexo nativo e o mutante (AAG) foi estimada.

O segundo programa utilizado foi o AbSeldon (Antibody Structural
Enhancement Leveraging Diversity for Optimization of iNteractions), desenvolvido
pelo Grupo de Biologia Estrutural e Funcional em Biofarmacos da Fiocruz Ceara
(Sampaio, 2024). Simplificadamente, o pipeline do AbSeldon envolve seis etapas
principais. Inicialmente, um arquivo de estrutura do complexo anticorpo/antigeno e um
com a sequéncia em formato FASTA do anticorpo sédo preparados para modificagao.
Entao, é executado o enxerto de CDR-H3, onde sequéncias H3 naive sao enxertadas
a partir de dados de anticorpos humanos presentes no banco de dados OAS
(Observed Antibody Space) (Kovaltsuk et al., 2018; Olsen; Boyles; Deane, 2022).

A terceira etapa consiste no enxerto de CDRs n&o-H3, onde é testada a

substituicdo dos loops canbnicos por um conjunto reduzido de conformagdes
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conhecidas. Em seguida, é executada busca por sequéncias naive de CDRs n&o-H3
de anticorpos humanos do OAS. Os passos seguintes utilizam informagbes de
anticorpos de memodria, e incluem uma etapa de mutagénese, com introducao de

mutacdes pontuais, e a maturacéo do framework (Sampaio, 2024) (Figura 17).

Figura 17. Rotina de otimizagao de anticorpos pelo RAbD e AbSeldon
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Uma limitacdo do uso do AbSeldon estd nos dados de anticorpos de
memaria, que possuem, majoritariamente, sequéncias de cadeias leves do tipo kappa
(Sampaio, 2024). Uma vez que BRON é um anticorpo 1gG2-lambda, é possivel que
as alteracbes implementadas confiram ao desenho uma caracteristica de anticorpo
nao-maturado. Novamente, as quatro estruturas de DM foram utilizadas, com a
producao de aproximadamente 640 resultados por conformacao, totalizando 2.560

desenhos.

3.4.3 Dobramento inverso e aplicacdo de modelos de linguagem

O dobramento inverso € um processo computacional que busca determinar
sequéncias de aminoacidos compativeis com uma determinada estrutura
tridimensional da proteina (Godzik; Kolinski; Skolnick, 1993). No caso de anticorpos,
a probabilidade posicional de um residuo esta correlacionada a afinidade ao antigeno.
O software AntiFold, disponivel no repositério OPIG da Universidade de Oxford, foi
aplicado no dobramento inverso das CDRs do Brontictuzumabe (Hgie et al., 2024).

Quatro conformagdes predominantes do anticorpo, obtidas por dindmica molecular, e
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quatro desenhos oriundos da metodologia de enxerto, foram submetidos ao programa,
produzindo 800 sequéncias. Os resultados foram analisados quanto a recuperacao de
sequéncia, escore global e probabilidade de ocorréncia dos residuos em cada posic¢ao.

Complementarmente, foi feita maturacao de afinidade de BRON a partir de
modelos de linguagem gerais de proteinas utilizando a metodologia proposta por Hie
e colaboradores (2024). De forma geral, modelos de linguagem tém o potencial de
aprender padrdes em sequéncias de proteinas ao longo da evolugéao (Lin et al., 2023).
A abordagem aplicada utiliza o transformador ESM-1b juntamente a um conjunto de
cinco modelos ESM-1v treinados com base em quase cem milhdes de sequéncias de
proteinas naturais (Hie et al., 2024). A partir da sequéncia de BRON, o script gerou
uma lista de substituicdes acompanhadas do numero de modelos de linguagem que

as recomendaram.

3.4.4 Validagao dos desenhos

A validacdo das modificagbes geradas iniciou-se pela identificacédo de
alteragdes consenso através do AbAlign (Zong et al., 2023). Como os diferentes
programas de otimizagdo empregam esquemas de numeragao distintos — o RAbD
utiliza, por padrao, a numeragao AHo, o AbSeldon renumera para Martin, o AntiFold
usa IMGT e os programas de docking e simulagao utilizam a numeragéo sequencial
— 0s anticorpos foram alinhados e renumerados de acordo com o esquema Martin,
garantindo consisténcia entre os métodos.

Nao obstante, as estruturas resultantes do enxerto de CDRs foram
submetidas a simulagdes de DMa. Somente as estruturas que mantiveram um valor
de RMSD abaixo do corte de 5 A passaram também por simulacdes estendidas de
400 ns, permitindo a identificacdo do melhor desenho em termos de estabilidade e
interacdes. Os paradmetros de simulacao aplicados foram os mesmos das simulacoes
com Fv nativo.

O potencial de reatividade cruzada dos anticorpos nativo e otimizado foi
avaliado pelo docking desses modelos a Notch2 e Notch3 usando o HADDOCK2.4
(Honorato et al., 2024). As estruturas dos receptores foram obtidas a partir do PDB
com os IDs 2004 e 5CZV, respectivamente, e suas sequéncias comparadas por
alinhamento no ClustalW (Bernasconi-Elias et al., 2016; Gordon et al., 2007;

Thompson; Gibson; Higgins, 2002). Os resultados do docking foram avaliados quanto
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ao Escore HADDOCK, tamanho do cluster, area de superficie enterrada, dentre outros
parametros fornecidos pelo programa.

Para verificar a viabilidade das modificagdes no que tange a solubilidade, a
estrutura otimizada foi submetida ao AggreScan4D (Barcenas et al., 2024). O
programa Therapeutic Antibody Profiler, incluso na plataforma SAbPred, foi aplicado
para comparar a sequéncia de dominio variavel com cinco diretrizes de
desenvolvimento derivadas de anticorpos terapéuticos em estagio clinico: tamanho
das CDRs; patches na vizinhangca das CDRs, incluindo de hidrofobicidade de
superficie (PSH), de carga positiva (PPC) e de carga negativa (PNC); e simetria de
carga estrutural Fv (SFvCSP) (Raybould et al., 2019).

Por fim, a carga e estabilidade do desenho foram estimadas através da
plataforma Protein-Sol, onde também foi realizada uma metanalise baseada em 12
parametros biofisicos (Hebditch, Warwicker, 2019a; Hebditch, Warwicker, 2019b).
Esses testes complementaram a validagdo estrutural, fornecendo informacgdes
cruciais sobre a compatibilidade do anticorpo modificado com futuras aplicacbes

terapéuticas.

3.4.5 Construgao dos scFvs

Considerando as facilidades na producgéo e as vantagens de utilizagéo de
fragmentos varidveis de cadeia simples, foram adicionados peptideos ligantes
flexiveis entre as cadeias Vi e V. do Brontictuzumabe. O tamanho do linker pode
influenciar a afinidade ao antigeno, sendo o peptideo mais utilizado aquele de 15
residuos composto por repeticdes de glicina e serina ((GGGGS);3), garantindo a
flexibilidade do fragmento adicionado (Wang et al., 2008). Além do linker de 15
residuos, foram construidos scFvs com linkers de 9 (GGGGSGGGG) e 12 residuos
((GGGGS),GG).

A modelagem dos fragmentos scFv foi realizada com o RoseTTAFold,
utilizado anteriormente para modelagem do Fv de BRON, e com o AlphaFold2,
implementado no ColabFold, como segunda ferramenta de modelagem (Jumper et al.,
2021; Mirdita et al., 2022). Além disso, foi avaliada a aplicagdo do locPREFMD, que
realiza o refinamento local da estrutura da proteina por meio de simulacdes de
dindmica molecular (Feig, 2016). A validagdo dos modelos utilizou novamente os
programas MolProbity, QMEANDisco e o VoroMQA (Williams et al., 2017; Studer et
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al., 2019; Olechnovi¢; Venclovas, 2017).

Assim como no caso do Fv, o docking dos scFvs utilizou o software ClusPro,
tanto no modo normal quanto no modo especifico para anticorpos (Kozakov et al.,
2017). Os complexos gerados foram analisados com base em valores de energia,
tamanho de cluster e similaridade da interface com BRON-NRR, sendo selecionados
cinco com cada scFv para submissdao a DMa. Foram selecionados para as etapas
seguintes os complexos que apresentaram ligH com os residuos 1501 ou 1710 de
NRR, considerados criticos para o estabelecimento da "pinga molecular" que bloqueia
0 acesso ao sitio S2, e que mantiveram o RMSD abaixo de 5 A.

Esses complexos foram, entdo, avaliados pelo PDBSum e RING 4.0, a fim
de analisar a composigao da interface e a participacao das CDRs na interagéo (Beer
et al., 2014; Del Conte et al., 2024). Adicionalmente, os complexos com os fragmentos
foram submetidos a duas replicatas de DM longas, com 400 ns de simulagao, para
verificar a estabilidade dos scFvs e comparar a interagdo desses fragmentos de
cadeia unica com o Fv de BRON através dos parametros de iRMS, SASA e raio de
giro. Através da PCA, foi avaliado o impacto da introdugdo do linker e de seu

comprimento no espaco conformacional percorrido por NRR.

3.5 Visualizagao e tratamento de dados

Neste trabalho, o tratamento de dados foi realizado utilizando bibliotecas
gratuitas do Python3. Informacgdes estatisticas foram extraidas com Pandas, enquanto
os graficos foram gerados por meio das bibliotecas MatPlotLib e Seaborn. Para a
visualizagédo dos arquivos de estrutura, foram utilizados os programas PyMOL 3.0.3
(Schrddinger, LLC) e ChimeraX 1.8 (Meng et al., 2023; Pettersen et al., 2020; Goddard
et al., 2017). A visualizagao das trajetérias de simulagao contou, além do PyMOL, com
o software VMD 1.9.3 (Humphrey; Dalke; Schulten, 1996). As imagens esquematicas
foram produzidas com os programas Inkscape e BioRender, faciltando a

apresentagao grafica dos resultados e da metodologia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estrutura do fragmento variavel de BRON e qualidade do modelo

A obtencdo de modelos estruturais precisos de proteinas é fundamental
para entender sua fungao e avaliar sua adequacgao para aplicagoes especificas, como
o desenho de farmacos (Schwede, 2013). Na auséncia de dados cristalograficos
disponiveis para o anticorpo Brontictuzumabe, foi necessario utilizar a modelagem
molecular para obter sua estrutura tridimensional. Dois métodos foram empregados,
sendo o primeiro deles o ABodyBuilder, que utilizou como moldes para as frameworks
dos dominios V4 e V| as estruturas depositadas no PDB identificadas como 3HC4 e
6MTR, com escores de 0,92 e 0,87, respectivamente. Esse programa usa o método
FREAD, baseado em banco de dados, para modelar os loops CDR, e o ABangle para
determinar a orientacdo entre Vu e VL (Leem et al., 2016; Choi; Deane, 2009; Dunbar
et al., 2013). O segundo método utilizado foi o RoseTTAFold, que gerou o modelo

estrutural aplicando aprendizagem profunda (Baek et al., 2021).

Figura 18. Comparagao dos modelos estruturais gerados pelos diferentes programas

A " RoseTTAFold x ABodyBuilder B C

H1 H2 H3 L1 L2 L3
CDRs

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) RMSD das CDRs dos modelos obtidos pelo RoseTTAFold e
ABodyBuilder, obtido apés o alinhamento das estruturas no PyMOL. Estrutura secundaria dos modelos
obtidos pelo (A) ABodyBuilder e (B) RoseTTAFold. As CDRs H1, H2, H3, L1, L2 e L3 estao coloridas
com vermelho, amarelo, laranja, azul, ciano e cerceta, respectivamente.

As estruturas obtidas a partir de ambos os programas foram comparadas,
revelando diferengas, especialmente nos /loops hipervariaveis. As CDRs
apresentaram variacdes de até 5 A, com as maiores discrepancias observadas em H3
e L2 (Figura 18). A predigéo precisa da variabilidade conformacional de loops flexiveis

permanece um desafio para os métodos de modelagem, especialmente no caso de
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anticorpos, devido a alta variabilidade em sequéncia e conformacdo da CDR-H3
(Barozet; Chacon; Cortés, 2021; Nishigami, Kamiya, Nakamura, 2016).

Afim de selecionar o modelo mais adequado para as etapas subsequentes,
trés ferramentas de validagdo foram empregadas (Figura 19A). O MolProbity foi
utilizado para validagdo estereoquimica local e global, com o modelo gerado pelo
ABodyBuilder apresentando um clashscore de 0,29 (apenas um caso de sobreposigao
estérica), em contraste com os 72 choques estéricos observados no modelo do
RoseTTAFold (escore de 20,90). Tais choques sao definidos como sobreposi¢des
maiores ou iguais a 0,4 A de atomos que n&o sejam hidrogénio (Word et al., 1999;
Williams et al., 2017).

O gréafico de Ramachandran, que avalia os angulos @ e y de residuos,
identificou um unico outlier na CDR-H3 do modelo do ABodyBuilder (Asn98 na
numeragao de Martin), enquanto o modelo do RoseTTAFold ndo apresentou nenhum.
Outliers séo residuos que apresentam valores de diedros que os colocam em regides
nao-permitidas do grafico de distribuicdo, sua presenga podendo indicar erros de
modelagem, especialmente quando ultrapassam o limite de 0,2% (Ramachandran,
1963; Smith et al., 2017).

O modelo oriundo do ABodyBuilder ultrapassa essa margem em apenas
0,2%, sobressaindo-se em termos de clashscore (1 choque estérico comparado aos
79 do RoseTTAFold), sendo considerado mais adequado segundo as andlises
estereoquimicas do MolProbity. No entanto, a relevancia do outlier para a interagao
com o antigeno ainda deve ser avaliada, a fim de determinar o impacto desse rotamero
na estabilidade e afinidade do complexo.

O VoroMQA, que avalia as interagdes interatdbmicas, confirmou que ambos
os modelos possuem pontuacdes superiores a 0,4, um indicativo de boa qualidade
estrutural (Olechnovi¢; Venclovas, 2017). J& o QMEANDIisCO, ferramenta que
combina potenciais estatisticos e restricdes de distancia, calculou escores globais de
0,78 e 0,79 para as estruturas provenientes do ABodyBuilder e do RoseTTAFold,
respectivamente (Studer et al., 2019). Tendo em vista que o ABodyBuilder se baseia
em conhecimentos especificos sobre estruturas de anticorpos, o que aumenta a
precisao na modelagem de CDRs e na determinagdo do angulo Vk-VL, sua estrutura

foi selecionada para as proximas analises.
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Figura 19. Validagdo da modelagem do Fv de BRON
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Validagéo global dos modelos pelo MolProbity, VoroMQA
e QMEANDiIsCo. (B) Estrutura secundaria do Fv obtido com o ABodyBuilder colorida de acordo
com os escores locais produzidos pelo QMEANDIsCo, que também é representado pelos graficos
de similaridade local predita ao alvo para as cadeias (C) pesada e (D) leve.

O IDDT (Local Distance Difference Test), calculado pelo QMEANDIsCO, é
uma pontuagéo que avalia diferengas entre os pares de distédncias interatdmicas de
um modelo e de uma estrutura de referéncia. Residuos com IDDT superiores a 0,6
séo classificados como modelados corretamente (Studer et al., 2019). Em geral, todos
os residuos da cadeia pesada, exceto 8 presentes na CDR-H3, possuem qualidade

aceitavel (Figura 19B,C). Ja na cadeia leve, as regides L2 e L3 apresentaram um unico
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residuo com qualidade inferior a 0,6, reforcando a adequacao do modelo para estudos

de interacdo e desenho molecular (Figura 19D).

4.2 Validagdo e modos de ligagao do complexo BRON-NRR

As interagdes proteina-proteina, incluindo aquelas envolvendo a formagéo
de complexos anticorpo-antigeno, desempenham um importante papel em diferentes
processos biolédgicos, tornando seu entendimento essencial para elucidar as fungbes
das biomoléculas envolvidas em termos de reconhecimento, afinidade e
especificidade (Gray, 2006; Tsuchiya; Yamamori; Tomii, 2022).

Sob o ponto de vista termodindmico, a mudanga na energia livre de
formacao do complexo, em comparagao aos seus componentes isolados, resulta em
uma conformagédo nativa localizada em um minimo global de AG (Smith; Sternberg,
2002). Dessa forma, o desafio das estratégias computacionais de predigdo de
complexos proteina-proteina consiste em determinar, com rapidez e precisdo, a
conformagéo que melhor representa tal minimo energético (Verkhivker et al., 2000).

Entretanto, quando ndo ha dados bioquimicos ou evolutivos para guiar o
processo, o docking pode resultar em multiplos modelos com pontuagdes energéticas
similares, cabendo aos algoritmos de ranqueamento, que utilizam diferentes fungdes
de energia, classificar adequadamente tais complexos (Moal et al., 2013). Tais
algoritmos podem reduzir o numero de possiveis conformagdes, porém identificar o
modelo correto com base apenas nessas pontuacdes ainda € uma tarefa complexa,
ressaltando a importancia da validagdo. Neste sentido, o redocking permite avaliar a
precisdo das poses preditas a partir da sua comparacdo com estruturas
cristalograficas conhecidas (Friesner et al., 2004).

Para o docking de complexos envolvendo o dominio NRR de Notch1,
avaliou-se a eficiéncia dos programas ClusPro e HADDOCK por meio do redocking
do complexo com estrutura determinada experimentalmente depositada no PDB (3L95)
e posterior avaliagao dos resultados com o DockQ (Van Zundert et al., 2016; Kosakov
et al., 2017; Basu; Wallner, 2016). Enquanto o HADDOCK produziu estruturas
classificadas como aceitaveis ou incorretas, o ClusPro produziu modelos de alta

qualidade tanto no modo normal quanto no especifico para anticorpos (Figura 20A).
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Figura 20. Redocking de um complexo Fab-NRR
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Escore de DockQ de todos os complexos proteicos
gerados pelo HADDOCK e ClusPro, este sendo aplicado nos modos normal e anticorpo. Os
pontos estdo coloridos de acordo com a qualidade dos complexos, estando em vermelho os
modelos incorretos, laranja aqueles aceitaveis, em amarelo os que tem qualidade média, e em
verde os de alta qualidade. (B) Sobreposigao da estrutura secundaria do complexo cristalografico
com o resultado do docking pelo ClusPro no modo normal. NRR esta em verde claro, e o Fab
em sua posigao cristalografica esta colorido em cinza. Ja Vu e Vi, nas posi¢cbes do Modelo 13
gerado por docking, estdo ilustrados em roxo e marrom, respectivamente. (C) Resultado do
DockQ para o Modelo 13, gerado pelo ClusPro no modo normal. O escore do DockQ agrupa as
informagdes dos contatos nativos, ndo-nativos, iRMS e LRMS em seu calculo, e valores préximos
a 1 indicam complexos de alta qualidade.

A melhor pose obtida (Modelo #13 no modo normal) foi identificada como a
estrutura de menor escore de energia pelo ClusPro, indicando que a fungao de energia
aplicada no ranqueamento pode ser utilizada para identificagdo de conformacodes
adequadas (Figura 20B). O complexo produzido preservou 58 dos 61 contatos nativos
encontrados na estrutura cristalografica original, e apresentou apenas 13 contatos néo
nativos (Figura 20C). Ademais, o RMSD da interface Fab-NRR foi inferior a 1 A,
demonstrando uma alta semelhanga com a conformacgao cristalografica e validando a
adequacao do ClusPro para o docking de um sistema comparavel ao complexo entre
o Brontictuzumabe e NRR.
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Simulagdes de dindmica molecular convencionais foram realizadas para
avaliar a pose proposta pelo programa de docking. Ao longo das simulagées em duas
replicatas, o RMSD do dominio NRR manteve-se em torno de 2 A, sugerindo
estabilidade do antigeno (Figura 21A). O RMSD do sistema como um todo
acompanhou as variagdes do Fab, permanecendo abaixo de 6 A, o que é consistente

com um heterodimero que contém cerca de 450 residuos (Hermanto et al., 2017).

Figura 21. Estabilidade e interacbes do complexo Fab-NRR
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Fonte: elaborada pelo autor (2024). (A) RMSD do complexo anticorpo-antigeno, apenas do Fab e
apenas de NRR ao longo dos 100 ns de simulagdo em duas replicatas. (B) Estrutura secundaria do
complexo anticorpo-antigeno, com NRR em verde claro, V4 em roxo e VL em marrom, e detalhamento
das interagdes formadas pela CDR-H3 do anticorpo, que, pelo estabelecimento de uma ligagdo de
hidrogénio (seta vermelha) entre Arg99 e Phe1510 e pelo empacotamento entre Arg99 e Leu1710
(tracejado roxo), oculta o sitio S2. (C) Distancias dos residuos Phe1510 e Leu1710 a Arg99. (D)
Prevaléncia da ligagao de hidrogénio formada entre Arg99 e Phe1510.

Wu e colaboradores (2010) propuseram um mecanismo de inibigdo do
receptor Notch1 no qual a formagéo de um "grampo molecular" impede o acesso ao
sitio S2, cuja clivagem pela enzima ADAM é essencial para a ativagao do receptor.
Nesse mecanismo, a CDR-H3 do anticorpo se insere na cavidade formada entre os
dominios LNR e HD do NRR. A Arg99 interage diretamente com a Leu1710 do dominio
HD, o residuo que antecede a posi¢ao de clivagem enzimatica, e forma uma ligagéo
de hidrogénio com a carbonila de Phe1501, localizada no dominio LNR (Figura 21B).
Essa interacao polar é fundamental para estabilizar NRR em sua conformagéao auto-

inibida, bloqueando as mudancas conformacionais necessarias para a ativacao do
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receptor (Wu et al., 2010).

Nas simulagdes realizadas com o complexo Fab-NRR, verificou-se que a
Arg99 da CDR-H3 se manteve dentro de uma distancia geométrica favoravel para a
formacao de uma ligagao de hidrogénio com Phe1501 (Fabiola et al., 2009) (Figura
21C). Essa interacao foi observada nas duas replicatas, sendo detectada em cerca de
33% do tempo simulado da primeira e em mais de 50% da segunda, sugerindo que o
mecanismo de inibicdo descrito por Wu e colaboradores (2010) esta presente no
complexo obtido por docking (Figura 21D). Além disso, a distancia entre Arg99 e
Leu1710 permaneceu inferior a 7 A, o que esta dentro do raio de cut-off para
interacoes de cadeia lateral, corroborando a manutencéo dessa interacao relevante
(Jumper et al., 2018).

Os dados de simulagdo nao apenas reiteram o “grampo molecular’ que
obstrui S2 como mecanismo de inibicdo de NRR, como também comprovam a
capacidade do docking de reproduzir fidedignamente interagdes experimentais. Em
concordancia, a capacidade do ClusPro de propor interagbes anticorpo-antigeno
corretamente, levando em consideragao sua simetria particular, ja foi documentada
anteriormente na literatura (Chaves et al., 2020). O protocolo validado para o docking
com o ClusPro foi, assim, empregado para predigdo ndo enviesada da interagéo entre
BRON e NRR.

Sem aplicagao de restricbes que direcionem a posicido de encaixe, as
estruturas do anticorpo e do antigeno foram submetidas ao programa e os complexos
de menor energia resultantes, oriundos tanto no modo normal quanto no modo
anticorpo, foram avaliados. Inicialmente, foi verificado se os valores de escore
associados a essas estruturas seguem a "regra dos 5%", que sugere que, quando a
diferenca entre o valor de menor energia do primeiro e do segundo modelo for igual
ou superior a 5%, o primeiro modelo na classificagdo de menor energia € o correto
(Chaves et al., 2020). As diferengas encontradas entre o primeiro e 0 segundo modelo
de menor energia foram de 4,22% para o modo anticorpo e 1,32% para o modo normal,

ambos fora do corte proposto pela regra (Figura 22).
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Figura 22. Docking BRON-NRR
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). As estruturas de menor energia resultantes do docking Fv-
NRR estdo coloridas, sobrepostas a estrutura secundaria do Fab, em cinza, complexado a NRR
(verde claro). As cadeias pesadas e leves estdo coloridas de violeta e bege, respectivamente. As
tabelas exibem o numero de membros para os trés clusters de menor energia nas execugdes do
ClusPro nos modos normal e anticorpo.

Dada a auséncia de dados experimentais que possam auxiliar na selegao
da conformagdo mais adequada, uma estratégia valida para identificar poses
verdadeiras envolve o uso de simulagbes de Dindamica Molecular com aquecimento
(DMa). Este método baseia-se no principio de que conformagdes corretas se
encontram em minimos da superficie de energia livre, enquanto conformagdes
incorretas ou metaestaveis estdo separadas por barreiras energéticas significativas
(Radom; Pluckthun; Paci, 2018). Para testar se as estruturas propostas podem
escapar de possiveis “armadilhas” de conformag¢des metaestaveis, sdo realizados
sucessivos aquecimentos, e a estabilidade dos complexos avaliada pelo calculo do
RMSD. Estruturas estaveis apés o aquecimento tendem a representar as
conformagdes corretas (Radom; Pluckthun; Paci, 2018).

A partir das simulagdes de DMa, foi possivel confirmar a estabilidade do
complexo BRON-NRR gerado no modo normal. Durante as duas replicatas, o RMSD
total e de interface manteve-se abaixo do cut-off de 5 A, com o valor final préximo a 3
A mesmo apods o ultimo ciclo de aquecimento, que atingiu 390 K (Figura 23A,B). A

integridade do sistema foi corroborada pela analise de estruturas secundarias,
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demonstrando sua manutengéo ao longo das simulagdes (Apéndice B). A avaliagao
visual do complexo confirmou sua estabilidade (Figura 23C). Ja a estrutura gerada no
modo anticorpo do ClusPro apresentou um RMSD superior ao valor de corte
(Apéndice C). Deste modo, a conformacéo obtida pelo ClusPro no modo normal foi
considerada a mais adequada para descrever o complexo BRON-NRR.

Essa pose coloca BRON em uma posicao semelhante a do Fab na
estrutura cristalografica de 3L95, sugerindo que BRON pode atuar bloqueando um
epitopo similar e apresentar mecanismo inibitério analogo (Figura 22). Além disso, a
predicao de epitopos revelou que 22 residuos da interface apresentaram um escore
acima do cut-off de 0,15. Esses residuos nao estao dispostos de forma continua na

sequéncia, indicando a formagao de um epitopo conformacional (Apéndice D).

Figura 23. Dindmica molecular aquecida de BRON-NRR
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) RMSD e (B) iRMS da simulagdo do complexo BRON-NRR,

obtido pelo docking no modo normal. (C) Representagdo da estrutura secundaria do complexo
anticorpo-antigeno ao final de cada ciclo de temperatura, aos 30, 42,5, 55 e 70 ns.
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A pose validada do complexo BRON-NRR foi detalhadamente
caracterizada, revelando uma contribuicdo significativa da cadeia pesada em
comparagao com a leve, tanto em termos de area de interface quanto no numero de
interagbes formadas. A cadeia pesada abrangeu 1.235 A? de interface, enquanto a
leve cobriu apenas 191 A2, Em relagéo as interagdes, Vi formou 2 pontes salinas, 22
ligagdes de hidrogénio e 223 contatos nao ligados, ao passo que V. esteve envolvido
em apenas 1 ligagcdo de hidrogénio e 11 contatos nao ligados, sem participagado na

formacao de pontes salinas (Figura 24A).

Essa predominancia da cadeia pesada esta em concordancia com estudos
estruturais prévios, que apontaram que cerca de 70% das ligagdes de hidrogénio em
complexos anticorpo-antigeno obtidos a partir do PDB envolvem CDRs da cadeia
pesada (Osajima; Hoshino, 2016). Na natureza, camelideos possuem anticorpos que,
inclusive, dispensam a cadeia leve e interagem exclusivamente via o dominio VHH,

com alta afinidade ao antigeno (Muyldermans et al., 2009).

A andlise de interagbes nao identificou contatos entre o residuo outlier
Asn102 (Asn98 na numeragdo de Martin) e o antigeno, sugerindo que sua
conformagao néo influencia diretamente a interface de ligagao e validando a escolha
do modelo do ABodyBuilder. Além disso, os residuos criticos para a clivagem S2 em
NRR interagiram diretamente com a cadeia pesada do Fv (Figura 24B). Leu1710
forma ligagdes de hidrogénio com os residuos Thr58, na CDR-H2, e Tyr60, que esta
na primeira posi¢cao de framework 3 (equivalentes as posigdes 57 e 59 na numeragao
de Martin). J& a Phe1501, envolvida no "grampo molecular" descrito por Wu e
colaboradores (2010), interage via ligagdo de hidrogénio com Asn59 (ou Asn58,
utilizando a numeragao de Martin), possibilitando a formagédo de um mecanismo de

inibicdo similar ao observado experimentalmente.

Residuos fora das CDRs, particularmente da regido de framework 3 da
cadeia pesada, presente entre H2 e H3, também participaram da interagdo. Exemplos
estdo localizados no intervalo entre Arg67 e Ser85 (Figura 24B). De fato, estima-se
que 20% dos residuos de anticorpos que interagem com o antigeno estdo situados
fora das CDRs (Kunik; Peters; Ofran, 2012). Um exemplo encontra-se na regido de
alga denominada DE, por vezes referida como CDR4, que é codificada por segmentos
génicos V e esta localizada estruturalmente de forma adjacente as CDRs 1 e 2 (Kelow;

Adolf-Bryfogle; Dunbrack, 2020). Ja na sequéncia, ela esta entre as CDRs 2 e 3
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conectando as fitas D e E, constituindo um exemplo de contribuigdo fora das CDRs
tradicionais com impacto na afinidade anticorpo-antigeno (Kelow; Adolf-Bryfogle;
Dunbrack, 2020).

Figura 24. Caracterizagdo do complexo anticorpo-antigeno
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Informagdes sobre a interface proteina-proteina obtidos com o
PDBSum, incluindo o nimero de residuos de cada cadeia que a compde, area, numero de pontes
salinas, ligH e contatos nao-ligados. (B) Diagramas de interagdo residuo-residuo gerados pelo
PDBSum. Pontes salinas e ligH s&o ilustradas por linhas continuas de cores vermelha e azul,
respectivamente. Ja os contatos nao-ligados sdo representados por linhas tracejadas laranjas. Os
residuos 1710 e 1711 de NRR, que constituem S2, estdo marcados com asterisco. (C) Numero de
residuos de CDR que compde a interface proteina-proteina. A interface foi avaliada sob o critério de
distancia entre os Ca no programa PyMOL, sob cut-off de 8 A. (D) Constituicdo quimica da interface,
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Um critério comumente utilizado para definir a interface proteina-proteina
baseia-se na distancia entre carbonos-alfa (Ca), no qual o residuo é considerado de
interface caso seu Ca esteja a até 8 A do Ca de um residuo presente em outra cadeia
(Xue et al., 2015). Com essa definigao, a contribuicdo de cada CDR para a interface
foi analisada, corroborando a predominancia da cadeia pesada, com destaque para a
CDR-H2 (Figura 24C). A CDR-L3, por outro lado, apresentou uma contribuicdo

moderada para a formacao do paratopo.

A composig¢ao quimica da interface também foi examinada, revelando um
predominio de residuos polares nao carregados, que representaram
aproximadamente um tergo dos aminoacidos analisados (Figura 23D). O residuo mais
frequente foi a tirosina, com 7 ocorréncias, estando de acordo com o padréo
observado em interacbes paratopo-epitopo, na qual os paratopos sao frequentemente
enriquecidos em aminoacidos aromaticos, especialmente em tirosina, e polares nao
carregados (Akbar et al., 2021).

Por outro lado, os epitopos séo geralmente ricos em residuos carregados,
como lisina e arginina (Akbar et al., 2021). Residuos de serina também sdo comuns
em interfaces de anticorpos (Osajima; Hoshino, 2016). No complexo BRON-NRR, tal
aminoacido foi o quarto mais encontrado, aparecendo em menor nimero que a
tirosina, treonina e glicina, e sendo tao frequente quanto o triptofano e a asparagina.

Além da avaliagdo da interface pelo critério de distancia e andlise das
interagdes e area de interface utilizando o servidor PDBSum, foi realizada uma etapa
complementar de identificagdo das interagdes com base em parametros geomeétricos
com o programa RING (de Beer et al., 2013; Del Conte et al., 2024). Foram
reconhecidas, novamente, as ligH partindo dos residuos Thr58 e Tyr60 do anticorpo,
que atuam como doadores de hidrogénio a partir dos grupos hidroxila de suas cadeias
laterais. A Leu1710, presente no dominio HD do NRR, atua como aceptor dessas
ligacdes (Figura 25A,C).

Além das ligagdes de hidrogénio, foram observadas intera¢des de van der
Waals entre os residuos Thr58 e Asn59 de BRON e a Leu1710 de NRR (Figura 25B).
Interagdes semelhantes também foram detectadas entre Thr69 e Thr71 de BRON e a
Gly1711 de NRR, que também esta envolvida no sitio S2. Em complexos proteicos,
as interagbes de van der Waals geralmente dominam as interfaces de ligagdo e

desempenham um papel crucial na manutencao da estabilidade do complexo. Elas
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operam em conjunto com as ligagdes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas,
formando uma rede de interagdes sinérgicas que assegura a integridade estrutural de
complexos proteina-proteina (Kangueane; Nilofer, 2018). A identificacdo dessas
interagdes pelo RING reforga a relevancia funcional da CDR-H2 na interface do

complexo.

Figura 25. Interagdes de BRON com residuos de S2 em NRR
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Mapas de probabilidade da ocorréncia de (A) ligagdes de hidrogénio
e (B) interagbes de van der Waals entre BRON e NRR, obtido com o programa RING. A probabilidade
dainteragao varia de 0 (preto) a 1 (branco). Os contatos com os residuos 1710 e 1711, que constituem
S2, estéo destacados. (C) Estrutura secundaria do complexo entre BRON (violeta, bege) e NRR (verde
claro), destacando os residuos que interagem com o sitio de clivagem S2.

4.3 Estabilidade e dinamica conformacional do complexo BRON-NRR
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A dindmica molecular e o docking oferecem perspectivas distintas, mas
complementares, sobre interagdes biomoleculares (Santos; Ferreira; Caffarena, 2019).
Ao estimar a pose de ligagao ideal, o docking geralmente fornece uma perspectiva
estatica sobre a possivel configuragao de ligagdo entre um pequeno ligante ou uma
macromolécula e um receptor e, por vezes, consiste apenas no primeiro estagio do
processo de desenvolvimento de medicamentos (lvetac; McCammon, 2011). No
entanto, a natureza dindmica das biomoléculas ndao é levada em consideragao.
Considerando tal carater flexivel, as simulagdes de DM sao cruciais, investigando a
evolugédo de um sistema ao longo do tempo, capturando o comportamento do ligante
e do receptor e as alteragdes conformacionais geradas pelas interagdes entre as
proteinas e destas com agua ou ions ao seu redor (Badar et al., 2022).

A fim de explorar tal evolugédo no sistema BRON-NRR, foram executadas
quatro réplicas de 400 ns de DM a partir de sistema oriundo do docking. Uma vez que
a superficie de energia livre costuma ser considerada rugosa, pequenas diferengas
nas velocidades iniciais, por exemplo, podem fazer com que simulacbes com
parametros idénticos (réplicas) tomem caminhos diferentes (Knapp; Ospina; Deane,
2018). Por conseguinte, o numero de réplicas e o tempo necessario para descrever
apropriadamente um sistema dependera da pergunta que se deseja responder. Vale
ressaltar que, em estudos prévios, apds 400 ns de simulagao, as diferencas entre
diferentes réplicas comegam a reduzir rapidamente até cerca de 1200 ns, quando

essa redugcao comega a ser mais lenta (Knapp; Ospina; Deane, 2018).

Dentre as analises comumente aplicadas a DM, o RMSD é a medida do
deslocamento médio do atomo em relagéo a uma estrutura de referéncia (Bhardwaj et
al., 2022). Essa métrica permite monitorar a estabilidade estrutural e as flutuacdes
conformacionais de sistemas biolégicos ao longo do tempo, sendo um parametro
essencial para investigar o comportamento dindmico de proteinas e complexos (Lee;
Qi; Im, 2015). Nas replicatas de simulagdo conduzidas para o complexo BRON-NRR,
o RMSD foi utilizado para analisar as variagdes conformacionais ao longo de 400 ns,

tomando como referéncia a estrutura inicial obtida por docking.

Conforme observado na Figura 26, as avaliagbes de RMSD indicaram
variagbes inferiores a 5 A, sugerindo a manutengdo do complexo durante as
simulagdes. O anticorpo apresentou variagdes em torno de 2 A em todas as replicatas,

refletindo um comportamento conformacional consistente ao longo do tempo (Figura
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26A). Ja o antigeno mostrou maior variabilidade, especialmente nos ultimos 50 ns das
replicatas 3 e 4 (Figura 26B). Tais variagdes impactaram tanto o RMSD do complexo
quanto o RMSD da interface (Figura 26C,D).

Figura 26. RMSD das simulagdes estendidas de BRON-NRR
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). RMSD do (A) Fv de BRON, (B) de NRR, (C) do complexo
anticorpo-antigeno e (D) da interface. As simulagdes de 400 ns foram conduzidas em 4 replicatas.

Em particular, a replicata 4 exibiu um aumento progressivo no RMSD de
interface ao longo dos primeiros 250 ns de simulagéo, evoluindo de 2 até 4,5 A. Apds
esse periodo, houve uma redugédo no desvio, seguida por um novo aumento nos
ultimos 100 ns. Como resultado, a média de RMSD de interface para essa replicata
foi a mais alta entre as simulacées, com 3,39 A, comparada as médias de 2,90 A, 2,65

A e 2,74 A observadas nas replicatas 1, 2 e 3, respectivamente. Embora essas
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flutuagdes sejam indicativas de maior mobilidade do antigeno em relagéo ao anticorpo,
a integridade do complexo foi mantida em todas as replicatas. Para compreender
melhor o impacto dessas variagdes conformacionais, analises complementares foram
realizadas.

O RMSF captura o deslocamento atbmico em relacdo a uma posi¢cdo média
ao longo de simulagdes, sendo utilizado para avaliar a flexibilidade local de proteinas
e permitindo a identificagdo de regides com maior mobilidade ao longo do tempo
(Martinez; Kleinjung, 2015; Fuglebakk; Echave; Reuter, 2012; Bhardwaj et al., 2022).
Para uma andlise compreensiva das alteragbes conformacionais no antigeno
resultantes das interagcdes com BRON, foram computados os RMSFs do complexo
BRON-NRR, das conformag¢des néo-ligadas, incluindo formas monoméricas e
heterodiméricas (3ETO e 3I08), de uma conformagao ligada, porém sem o ligante
(3L95), e de NRR na conformacao ligada em complexo com o Fab (3L95) (Figura 27A).

Na primeira e segunda replicatas do sistema Fab-NRR, foi observada uma
maior variagdo de RMSF em relagcdo as demais. Esse comportamento também foi
identificado por meio de técnicas de redugdo de dimensionalidade, sugerindo a
possibilidade de um caminho conformacional distinto amostrado por essas simulacoes
(Papaleo et al., 2009) (Apéndice E).

Como esperado, as maiores variagdes de flexibilidade foram observadas
nas regides terminais de LNR e HD do NRR. Essas regides tendem a possuir maior
mobilidade devido a sua localizacdo na superficie da proteina e a auséncia de
restricbes estruturais (Bhardwaj et al., 2022). Por outro lado, o nucleo de NRR,
composto por segmentos compactados com estruturas secundarias bem definidas,
formado de hélices e fitas, apresentou mobilidade reduzida, conforme previsto
(Skopalik; Anzenbacher; Otyepka, 2008). A menor flexibilidade observada no C-
terminal de LNR e no N-terminal de HD no sistema monomérico (3ETO) reflete o fato

dessas regides estarem covalentemente conectadas.
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Figura 27. RMSF de NRR em diferentes sistemas e em complexo com BRON e RMSF
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) RMSF dos sistemas envolvendo NRR monomeérico (PDB: 3ETO)
e heterodimérico (PDB: 3108) na conformagao nao-ligada, e NRR na conformacgao ligada (PDB: 3L95)
na auséncia e com a presenga do Fab, respectivamente. As simulagbes tém a duragédo de 100 ns e
foram realizadas em duplicatas para os sistemas nao-ligados, e em quatro replicatas para o sistema
ligado ao Fab. (B) RMSF do Fv e de NRR para as quatro replicadas de DM de 400 ns. Representagao
em “minhoca” da estrutura de (C) BRON e (D) NRR, na qual a espessura dos segmentos e sua cor sdo
vinculadas a flexibilidade apresentada na DM. Regides relevantes, como as CDRs e o /oop DE do
anticorpo e a regido S2 de NRR, além do carboxi- e aminoterminais de ambas as proteinas, incluindo
dos dominios LNR e HD do antigeno, estdo em destaque.
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Uma diferenga significativa entre os estados ligados e n&o-ligados foi
observada na alga localizada entre os residuos 1520 e 1530, que faz parte da interface
anticorpo-antigeno. Em NRR livre, essa regido apresentou RMSF de até 4 A. Ja na
conformagdo ligada (3L95), essa flutuagdo foi reduzida para 3 A. De forma
interessante, a flexibilidade foi ainda menor na estrutura de 3L95 sem o Fab, sugerindo
que o tempo de simulacao pode nao ter sido suficiente para que a proteina fizesse a
transicdo do estado ligado para o estado nao-ligado, possivelmente devido a presenca
de barreiras energéticas significativas, resultando em uma alga mais rigida mesmo na
auséncia de interagbes (Ren et al., 2021). A presenca de BRON teve efeito
semelhante na interface com NRR, com uma reducdo no RMSF para
aproximadamente 2,8 A (Figura 27A).

Nao obstante, um aumento na flexibilidade foi observado na alca entre os
residuos 1605 e 1619, uma regiao que néo faz parte da interface. Ja a alga onde se
localiza o sitio S2 manteve-se estavel, exibindo baixa flutuagdo no RMSF mesmo na
auséncia de ligantes (Figura 27C). Essa caracteristica pode ser associada a presenca
de residuos como a prolina, cuja cadeia lateral forma um ciclo pirrolidina que restringe
sua liberdade conformacional (Theillet et al., 2013). Além disso, a presenca de
residuos polares na interface, como a serina e asparagina encontradas nesses
segmentos, confere certa rigidez que minimiza o custo entrépico da interagao (Ma et
al., 2003).

No que se refere ao anticorpo BRON, a analise do RMSF revelou que, de
forma geral, as CDRs mantiveram flutuagdes proximas a 2 A. O loop DE em ambas
as cadeias, localizado em torno do residuo 80, apresentou maior flexibilidade, o que
€ consistente com a sua participacao limitada na interface, especialmente pela cadeia
leve (Figura 27B). A CDR-L1 também mostrou uma variagdo superior, também se
correlacionando a pouca contribuicao de Vi para a interface, permitindo uma maior
liberdade conformacional a esse segmento.

Os mesmos sistemas avaliados quanto a flexibilidade também foram
investigados em relagéo a acessibilidade do sitio S2. Segundo os dados estruturais
fornecidos por Wu e colaboradores (2010), a obstrugdo do sitio de clivagem da
proteina ADAM é essencial para a inibicdo da ativacdo enzimatica de Notch1. As
simulagdes dos sistemas nao-ligados resultaram em uma acessibilidade média de
aproximadamente 129 A2 para S2 (Figura 28). A presencga do Fab, na simulagéo do

complexo identificado no PDB como 3L95, reduziu essa média para cerca de 60 A2,
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Vale ressaltar que o aumento da flexibilidade do NRR, observado nas duas primeiras
replicatas de simulagao, refletiu-se em um aumento de SASA do S2 nesses sistemas,
especialmente na replicata 2.

Nao obstante, variagbes maiores também foram encontradas nas duas
primeiras replicatas das simula¢gdes com o BRON. A média para o sistema BRON-
NRR foi de 73,6 A2, resultando em uma redugdo na acessibilidade de cerca de 43%
em relagdo a proteina nao ligada. A variagdo observada para o sitio S2 nas duas
primeiras replicatas nao foi constatada quando o calculo com o algoritmo LCPO foi
aplicado ao Fv, ao NRR ou ao complexo, mantendo-se estavel durante todas as quatro
simulagdes (Apéndice F). As informacgdes obtidas pela andlise de SASA reforcam a

hipétese de inibicdo por uma obstrugao estérica sitio-especifica (Grigoriu et al., 2013).

Figura 28. Area acessivel ao solvente de S2
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Comparagéo da area de superficie acessivel ao solvente do
sitio S2, constituido pelos residuos 1710 e 1711, calculada através do algoritmo LCPO. Os sistemas
analisados incluem NRR nao-ligado monomérico (3ETO), NRR néo-ligado heterodimérico (3108),
NRR nao-ligado na conformagéo ligada (3L95n), NRR ligado a um Fab (3L95) e NRR ligado a BRON.
Os sistemas nao-ligados foram simulados em duas replicatas, e os ligados em quatro.

A reducdo mais acentuada na area de superficie acessivel de S2 nas
replicatas 3 e 4 esta correlacionada ao estabelecimento de ligagdes de hidrogénio
estaveis com o residuo Leu1710. O residuo Tyr60 (Tyr59 quando numerado por

Martin), previamente identificado na analise da interface proteina-proteina do
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PDBSum e do RING, é responsavel por essa interacao, que esteve presente em 30%

do tempo de simulacéo na replicata 3 e mais de 76% na replicata 4 (Figura 29A).

Figura 29. Ligacdes de hidrogénio entre BRON e NRR

Replicata Aceptor Doador Regido Ocupacio (%)
1 GLY_54@0 ARG_1599@NH1  CDR-H2 334
1 CYS_1529@0 ARG_30@NH1 CDR-H1 84,1
2 SER_95@0 ASP_1503@0D2  CDR-L3 90,1
2 SER_95@0G ASN_1507@ND2  CDR-L3 52,2
2 ASP_1521@0 TYR_103@OH CDR-H3 331
3 GLN_50@OE1 ASP_1503@0D2  CDR-H2 99,1
3 GLY_54@0 ARG_1599@NH1  CDR-H2 65,1
3 ALA_72@0 ASN_1714@ND2  FWR-H3 332
3 THR_58@0G1 SER_1712@0G CDR-H2 324
3 ASP_1503@0D2  ASN_59@ND2 CDR-H2 35,1
3 LEU_1710@0 TYR_60@OH CDR-H2 30,1
4 LEU_1710@0 TYR_60@OH CDR-H2 76,3
4 ALA_1525@0 ARG_57@NH2 CDR-H2 47,6
T - T 16
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Descrigéo das ligH que tiveram pelo menos 30% de
ocupagao em relagdo ao tempo total simulado. Os atomos doadores e aceptores e a regiao
correspondente do aminoacido do anticorpo segundo a numeragao de Martin foram destacados.
(B) Mapa de calor do nimero de ligagbes de hidrogénio entre BRON e NRR ao longo dos 400
ns das 4 replicatas de DM, sendo valores proximos a zero representados por azul, e 0s
préximos de 16 coloridos com vermelho.

Apesar da menor ocupacgao da ligagdo de hidrogénio na replicata 3, essa
diminuicdo é compensada por outras interagdes envolvendo residuos localizados na

alca do sitio S2, como Ser1712 e Asn1714. A ligagao mais estavel foi observada entre
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GIn50, na CDR-H2 de BRON, e Asp1503 de NRR, que, por estar adjacente ao
Phe1501, pode atuar na formagdo de um grampo molecular semelhante ao
encontrado no PDB 3L95.

A replicata 3 ndo apenas apresentou o maior numero de ligacdes de
hidrogénio, como tais intera¢gdes se mantiveram ao longo de toda a simulagéo (Figura
29B). Ja a replicata 1 teve cerca de 16 ligagdes de hidrogénio na interface, que, apos
os primeiros 100 ns de simulagao, foram, em grande parte, rompidas. A replicata 2
apresentou uma variagao de 6 a 10 ligagdes de hidrogénio, enquanto a replicata 4
mostrou um aumento no numero dessas interagdes proximo aos 350 ns. Tais
variagdes ao longo do tempo, assim como as distingdes entre replicatas, ressaltam a
importancia de um tempo de simulagao suficiente para amostrar o estabelecimento e
a ruptura dessas interacbes, bem como a necessidade de replicatas que capturem
eventos distintos (Krishnan; Walton; Van Vliet, 2009).

Entretanto, extrair informagdes significativas mesmo das menores
simulagdes de dindmica molecular € uma tarefa desafiadora, considerando a enorme
quantidade de dados gerados por essa técnica. A crescente complexidade dos
sistemas e simulacbes mais extensas tornam essa tarefa ainda mais dificil (Stein et
al., 2006). Uma trajetéria de DM é, por definicdo, um conjunto de dados multivariados,
onde um numero elevado de variaveis — correspondendo as posicoes atbmicas em
cada quadro — sao tipicamente inter-relacionadas, correlacionadas ou dependentes
entre si. Para simplificar a visualizagao dos dados e explicar os principais modos de
movimento, técnicas de reducdo de dimensionalidade, como a Analise de
Componentes Principais, sdo aplicadas (Papaleo et al., 2009; Baltrukevich; Podlewska,
2022).

O objetivo desses métodos é reduzir o grande numero original de variaveis
dependentes (coordenadas atbmicas) para um conjunto menor de variaveis
independentes, capaz de explicar os fendmenos de interesse. Quando aplicadas as
simulagdes, trés ou menos componentes principais, compostos por combinacdes
lineares das coordenadas cartesianas originais, sao tipicamente identificados para
esclarecer movimentos biomoleculares importantes (Stein et al., 2006). A técnica de
PCA foi aplicada para comparar o espaco conformacional amostrado pelo NRR
(Figura 30), com os dois primeiros componentes capturando aproximadamente 60%
da variancia total, o que os qualifica como representativos para a avaliagao desse
sistema (Apéndice G).
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O NRR monomérico, em uma conformacao equivalente a do receptor Notch
antes de sofrer a clivagem S1, apresentou uma cobertura mais ampla do espacgo
bidimensional, explorando conformagdes na PC1 entre (-5, 28) e na PC2 entre (-50,
35). A ocorréncia da clivagem S1, que resulta na heterodimerizacédo do receptor,
restringiu as conformagdes exploradas em PC1 (0, 23) e causou uma transigao nos
valores de PC2 (-57, 17). Na simulagdo de NRR na conformagéo ligada, mas sem a
presenga do anticorpo, o espago de PC1 foi ainda mais restrito (4, 20), com PC2

variando entre (-22, 40).

Figura 30. PCA de NRR em sistemas monomérico, heterodimérico, ligado e nao-ligado
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). A analise de componente principal foi executada com o programa
pyPcazip. As trajetdrias de 400 ns foram processadas com o cpptraj para usarem o mesmo nuamero de
frames das trajetérias de 100 ns, uniformizando a analise. Os sistemas analisados incluem NRR néo-
ligado monomeérico (3ETO), NRR nao-ligado heterodimérico (3108), NRR néo-ligado na conformagéo
ligada (3L95n), NRR ligado a um Fab (3L95) e NRR ligado a BRON. Os sistemas n&o-ligados foram
simulados em duas replicatas, e os ligados em quatro. Na escala de cor, pontos mais acessados estédo
em amarelo, e os menos acessados estdo em azul escuro. Os circulos verde e azul marcam os frames
inicial e final de cada replicata, e o X vermelho indica a conformagao mais acessada pela simulagao.

Nas duas primeiras replicatas de simulagédo de NRR ligado ao Fab, nas

quais foram identificados valores elevados de RMSF e SASA, indicando uma
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interacdo desfavoravel, observou-se uma amostragem em PC1 em valores nao
explorados pelas demais simulagdes (-92, -69), com PC2 entre (-22, 40) (Apéndice E).
Nas outras duas replicatas, os valores explorados em PC1 foram semelhantes aos da
conformacgdo ligada do 3L95 simulada sem o Fab (4, 20), mas uma significativa
restricdo foi observada em PC2 (-20, 20). Tendo em vista os valores de area acessivel
identificados, evidencia-se que a area explorada por PC1 nessas simulacdes é mais
favoravel para inibicao de Notch.

De acordo, os complexos associados ao BRON amostraram PC1 em um
intervalo semelhante (7, 25), variando PC2 entre (-10, 40). Em particular, a replicata
3, que apresentou o maior numero de ligagbes de hidrogénio e uma acessibilidade
reduzida de S2, explorou uma faixa mais ampla de PC2 (-10, 60), ndo observada em
outros sistemas.

Dois modelos diferentes foram sugeridos para explicar as diferengas
conformacionais observadas experimentalmente entre proteinas ligadas e n&o ligadas
(Peters; de Groot; Levit, 2012). O modelo de ajuste induzido postula que, quando duas
moléculas comegam a interagir, a estrutura da proteina ndo estd completamente
preparada para a ligagdo desde o inicio. Em vez disso, a aproximagao do ligante
provoca mudangas na forma da proteina, adaptando-se gradualmente para acomodar
o ligante de maneira mais eficiente (Koshland, 1958).

Ja o modelo de selegdo conformacional leva em consideragao a
flexibilidade inerente das proteinas, propondo que proteinas néo ligadas podem, com
uma certa probabilidade, explorar as mesmas conformacgbdes observadas quando
ligadas (Monod; Wyman; Changeux, 1965). Neste modelo, mudangas na superficie de
energia livre da proteina, devido as interagdes no complexo, deslocam a densidade
conformacional em diregao a estrutura complexa apdés a ligagéo.

Estudos mais recentes indicam que elementos de ambos os modelos
desempenham um papel na ligagao de proteinas, com uma etapa inicial de selegao
conformacional seguida por rearranjos de ajuste induzido (Boeh; Nussinov; Wright,
2009). As restricbes observadas em PC1 e a possivel exploragdo de novas
conformagdes em PC2 sao indicativas dessa possibilidade de modulacdo de NRR
pelo Brontictuzumabe.

Também foram avaliadas as conformacdes exploradas especificamente
pelos residuos que constituem S2 e os aminoacidos em seu flanco (Apéndice H).

Entretanto, uma vez que esse sitio é constituido por apenas 2 residuos, nao foram
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constatadas alteragdes significativas entre os sistemas nao-ligados e ligados.

Finalmente, a PCA também foi utilizada para identificar as conformagobes
mais relevantes exploradas por cada replicata de simulagao, visando a sua utilizacao
em etapas posteriores de otimizagdo. Avaliando-se a cadeia principal de todo o
complexo, ndo se restringindo a NRR, a variancia cumulativa revelou que os dois
primeiros componentes principais (PC1 e PC2) sao responsaveis por cerca de 80%
da variancia do sistema (Figura 31A), tornando-os ideais para analises mais
detalhadas.

Figura 31. Analise do componente principal do complexo anticorpo-antigeno
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Variancia cumulativa (linha vermelha) e normalizada
(barra azul) ao longo de 10 autovetores apos analise simultanea das trajetorias das 4 replicatas
de DM por PCA com cpptraj. (B) Projegao bidimensional do espago conformacional amostrado
pelo complexo sobre PC1 e PC2. Na escala de cor, pontos mais acessados estdo em amarelo,
€ 0s menos acessados estdo em azul escuro. Os circulos verde e azul marcam os frames inicial
e final de cada replicata, e o X vermelho indica a conformagédo mais acessada pela simulagéo.
(C) Sitio S2 de NRR nas conformagdes de cada replicata.
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Entre as replicatas 1 a 4, os pontos de maior densidade no espaco
conformacional foram identificados com os valores de PC1 e PC2 em torno de (-26,24;
-22,67), (-18,23; -12,34), (-31,71; 75,94) e (75,7; -18,93), respectivamente (Figura
31B). Essas diferengas indicam uma maior distingdo nas conformagdes exploradas
pelas replicatas 3 e 4, que também coincidem com os menores valores de
acessibilidade do sitio S2 e com a formagéao de ligagdes de hidrogénio estaveis entre
Tyr60 e Leu1710 (Figura 31C). Ainda assim, apos alinhamentos sobre NRR e
comparagdes com a estrutura do complexo gerada por docking molecular, a variagao
do Fv nas poses de simulagdo nao ultrapassa 2,8 A.

Essas observagdes corroboram a ideia de que as replicatas 3 e 4
amostraram conformacdes mais compactas e estaveis, associadas ao bloqueio
estérico de S2, o que poderia ser um fator chave no processo de inibicdo mediado por
Brontictuzumabe. A correlacdo entre as mudancas no espag¢o conformacional e as
interacdes moleculares reforca a importancia de avaliar diferentes replicatas, dado
que elas podem capturar diferentes aspectos do comportamento dindmico do sistema.

4.4 Estimativa da energia de interagao e exploracao do perfil de energia livre

do complexo anticorpo-antigeno

No desenho de medicamentos, a energia livre de ligagdo € uma métrica
essencial para caracterizar a forca de interagao entre um receptor e um farmaco
(Wang et al., 2019). Nesse contexto, os métodos MM/PBSA e MM/GBSA oferecem um
equilibrio eficaz entre precisao e eficiéncia computacional, permitindo, ainda, a analise
detalhada das contribuicbes energéticas de residuos individuais por meio da
decomposicao de energia livre (Zoete; Irving; Michielin, 2010; Zoete; Michielin, 2007).
Essa abordagem detalhada facilita a identificacdo das intera¢gdes dominantes no
processo de ligagdo, sendo amplamente aplicada também a complexos proteina-
proteina (Ongaro et al., 2021; Wang; Kollman, 2000).

O método MM-GBSA calcula a diferenga de energia livre entre o estado
ligado e o estado nao-ligado de moléculas em solugédo (Forouzesh; Mishra, 2021).
Idealmente, isso se daria pela comparagao direta das energias desses estados, mas
as flutuagdes de energia, geradas principalmente devido a interagbes solvente-
solvente, tornam essa abordagem ineficiente. Para superar esse desafio, €&

empregado um ciclo termodindmico que resulta em uma simplificagdo do calculo
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(Forouzesh; Mishra, 2021). No caso do sistema BRON-NRR, foram utilizados 400

frames uniformemente espagados dos ultimos 100 ns de simulagdo, garantindo o

equilibrio adequado do sistema (Figura 32A).

Figura 32. Calculo de energia livre de interagdo por MM/GBSA
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) llustragdo esquematica do calculo de energia de interagéo por
MM/GBSA. 400 frames foram extraidos dos ultimos 100 ns das simulagées de 400 ns. A fim de tornar
essa metodologia mais efetiva computacionalmente, as etapas de calculos sao divididas de acordo com
o ciclo termodinamico. (B) Decomposi¢do dos componentes de que sao levados em consideragéo no
calculo da energia de interagdo (AGbind), incluindo os termos de van der Waals (VDWAALS), energia
eletrostatica (EEL), contribuigao eletrostatica para a energia livre de solvatagao calculada por GB (EGB)
e a contribuigdo apolar para a energia livre de solvatagdo (ESURF).

Os resultados indicaram que a replicata 3 apresentou o valor de AGyping mais

favoravel (-68,5 kcal/mol), enquanto as replicatas 1 e 4 tiveram valores similares (-
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48,2 e -47,5 kcal/mol, respectivamente). A replicata 2 mostrou a interagdo mais fraca,
com AGping de -38,5 kcal/mol (Figura 32B). O componente eletrostatico (EEL) foi o
principal contribuinte para a formagdo do complexo proteina-proteina, seguido
energias de van der Waals (VDWAALS) e a energia livre associada ao enterramento
da superficie acessivel ao solvente (ESURF), tais contribuicbes estando de acordo
com achados prévios da literatura (Xu et al., 2017).

Além disso, foi realizada a andlise das contribui¢cdes energéticas individuais
dos residuos. Em NRR, os aminodacidos de interface, que apresentaram contribuigcao
média de pelo menos 2 kcal/mol em alguma das replicatas, foram: Leu1466, Lys1499,
Tyr1500, Phe1501, Ser1502, Asp1503, His1505, Ala1525, GIn1528, Val1600, Leu1710,
Ser1712 e Asn1714 (Figura 33A). Desses, os residuos 1466, 1469, 1499, 1500, 1501,
1503, 1710 e 1712 ja haviam sido destacados por Wu e colaboradores (2010) na
interacdo Fab-NRR. A Leu1710 foi o hot-spot mais importante na replicata 4, tal
contribuigdo estando correlacionada a ligagao de hidrogénio estavel formada com a
Tyr60, encontrada em quase 80% da simulagao.

Ja no anticorpo, os principais residuos, seguindo a numeragao sequencial,
foram: Arg30, Trp33, GIn50, Thr55, Arg57, Thr58, Asn59, Tyr60, Tyr103 da cadeia
pesada, além de Trp93, Ser95 e Asn96 da cadeia leve (Figura 33A). Esses resultados
corroboram as analises de interface anteriores, que destacaram a importancia da
CDR-H2 na interacdao. Ao mapear esses hot-spots sobre a superficie da NRR, nota-
se que a CDR-H2 se insere na cavidade entre as regides LNR e HD, bloqueando o
acesso ao sitio de clivagem proteolitica S2 e reforgando esta obstrugdo como possivel
mecanismo de inibicdo de Notch1 (Figura 33B).

A metodologia de Umbrella Sampling pode ser utilizada de forma
complementar ao MM/GBSA para o estudo de interacbes moleculares, fornecendo
uma perspectiva mais detalhada sobre o perfil de energia livre ao longo de trajetérias
especificas de dissociagao ou associagao (Santini et al., 2024). Enquanto o MM/GBSA
fornece uma estimativa global da energia livre de ligagao em estados de equilibrio, o
Umbrella Sampling permite explorar o caminho de dissociagdo do complexo,
capturando as mudancas na energia livre ao longo de coordenadas de reagdo, como
a distancia entre os centros de massa das moléculas envolvidas (Joshi; Lin, 2019; Sun
et al., 2015). Esse método é particularmente eficaz para investigar barreiras
energéticas associadas ao processo de ligacdo ou desvinculagdo, que podem ser

mascaradas em uma analise baseada exclusivamente em estados ligados e néo-
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ligados (Kéastner, 2011).

Figura 33. Hot-spots da interagdo BRON-NRR
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Decomposigéo da contribuigcdo de energia livre por residuos
de BRON e NRR, calculado por MM/GBSA. (B) Complexo anticorpo-antigeno, com NRR representado
pela sua superficie e BRON em sua estrutura secundaria. Em destaque, estdo os residuos que
compde a interface, utilizando um valor de corte de 8 A. A contribuigéo energética dos aminoacidos é
representada por uma escala de calor, estando coloridos em azul aqueles residuos com AG positivo
e em vermelho aqueles com AG mais negativo.

A validagao da metodologia de Umbrella Sampling foi realizada utilizando o
sistema barnase-barstar, escolhido devido a sua interacao forte e especifica, com uma
interface de ligagao bem caracterizada (Wang et al., 2004; Buckle; Schreiber; Fersht,

1994; Hartley, 1989). A interacdo entre barnase, uma ribonuclease que degrada
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fragmentos de RNA extracelular, e barstar, seu inibidor intracelular, é associada a uma
baixa constante de dissociagdo (kp = 10-'* M) e uma entalpia de associagdo de -18,9
kcal/mol (Schreiber; Fersht, 1993).

Ainterface de ligagao entre essas duas proteinas € altamente polar, aonde
as cargas positivas em barnase, contendo residuos de lisina e arginina, s&o
complementares as cargas negativas em barstar, que se assemelha ao RNA, o
substrato natural da enzima (Lee; Tidor, 2001; Schreiber; Fersht, 1996). A
disponibilidade de dados experimentais detalhados sobre essa interacdo torna o
sistema barnase-barstar ideal para o benchmarking e validagdo de métodos
computacionais, permitindo avaliar a preciséo das estimativas de energia livre geradas
pelo Umbrella Sampling (Saglam; Chong, 2019; Gumbart; Roux; Chipot, 2013; Spaar;
Helms, 2005).

Um dos parametros criticos avaliados foi o tamanho das janelas de
simulagdo. Observou-se que um espacamento de 0,50 A entre as janelas nao resultou
em sobreposi¢des adequadas nas distribuicdes de frequéncia de distancia, mesmo ao
variar a forga de restrigao aplicada (Apéndice I). No entanto, ao reduzir o espagamento
para 0,25 A, obteve-se uma sobreposicéo satisfatdria entre as janelas para forgas de
40 e 50 kcal/mol-A? (Figura 34A), em concordancia com o requisito de que janelas
consecutivas se sobreponham para uma reconstrugéo precisa do perfil de energia livre
(Marti et al., 2008).

Outro fator importante foi a escolha adequada da constante de forca para
garantir uma amostragem eficiente da superficie de energia potencial (Marti et al.,
2008). Avaliou-se o uso de constantes de 40 e 50 kcal/mol-A2, juntamente com
diferentes valores de tolerancia de convergéncia, variando de 102 a 10° kgT para
reconstrucéo do perfil de energia livre utilizando o método WHAM (Figura 34C,D). O
AG foi calculado pela diferenga entre o maior e o0 menor valor da curva de PMF,
conforme descrito por Ngo e colaboradores (2019) e Lan e colaboradores (2019).

Durante as simulagdes, foi possivel observar a dissociagéo progressiva do
complexo barnase-barstar. A uma distancia de 30 A entre os centros de massa (Dbar-
bas), @ fungdo de deteccdo de interface do ChimeraX, feita pelo calculo da area de
superficie enterrada, nao foi mais capaz de identificar interacdes entre as moléculas,
coincidindo com a superagdo de uma primeira barreira energética (Pettersen et al.,
2020). Essa barreira foi mais proeminente quando aplicada uma forca de 40

kcal/mol-A2, com um pico adicional observado em 34 A para esse potencial, e em 32
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A para a forca de 50 kcal/mol-A2 (Figura 34B).

Figura 34. Validagdo da DM-US com o sistema barnase-barstar
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Ao final da simulag&o (Doar-bas = 40 A), 0 complexo estava completamente
dissociado (Figura 34C). O valor de AG mais préximo ao experimental, de 23,18
kcal/mol, foi obtido com a forga de 50 kcal/mol-A? e uma tolerancia de convergéncia
de 0,01, superestimando o AG experimental em apenas 4,28 kcal/mol, o que esta em
concordancia com outros estudos utilizando Umbrella Sampling para estimativas de
energia livre (Ghosh, Cho, 2022). Em contraste, o trabalho de Wang et al. (2010)
reportou uma subestimacao de quase 6 kcal/mol para 0 mesmo sistema, sugerindo
que os parametros aqui utilizados sao adequados para a estimativa de energia livre.

Com base nas configuragdes utilizadas durante a validagdo, foram
realizadas simula¢des de DM-US a partir das quatro conformacdes predominantes do
complexo BRON-NRR, identificadas pela PCA das DM de 400 ns. A distancia inicial
de 32 A entre os centros de massa de BRON e NRR foi escolhida com base nas
distdncias amostradas ao longo das simulagdes prévias, garantindo uma cobertura
equilibrada da primeira janela de Umbrella Sampling (Apéndice J). Foram percorridas
100 janelas com incrementos de 0,25 A, totalizando um deslocamento de 25 A ao
longo da variavel coletiva. A analise da sobreposig¢ao entre as janelas demonstrou que
a amostragem foi adequada, sem lacunas capazes de comprometer a qualidade da
reconstrugao do perfil de energia livre (Figura 35B-E).

Para a obtencao do PMF, diferentes valores de tolerancia foram testados,
dado o impacto critico que esse parametro pode ter nos resultados. Embora 0,01 keT
tenha sido o valor que mais se aproximou do AG experimental na validagao utilizando
o sistema barnase-barstar, trabalhos anteriores indicam que uma tolerancia mais
rigorosa, de 0,001 kgT, é frequentemente utilizada para atingir um equilibrio entre a
eficiéncia computacional e a precisdo dos calculos (Finol-Urdaneta et al., 2014; Wang;
Chamberlin; Noskov, 2014). Esse valor tem sido um padrdao amplamente adotado,
capaz de reduzir o ruido nos dados e aumentar a confiabilidade da estimativa de
energia livre. Também ha casos de sistemas mais complexos, onde sdo adotadas
tolerancias ainda mais rigidas a fim de minimizar as incertezas estatisticas
(Chamberlin et al., 2015; Yang et al., 2015).

A escolha da tolerancia, portanto, deve ser feita considerando as
caracteristicas especificas do sistema em estudo. No caso do BRON-NRR, foram
avaliadas as correlagdes entre os diferentes métodos de calculo de energia livre. O

coeficiente de correlagao de Pearson foi utilizado para verificar a consisténcia entre o
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AG obtido pela DM-US, o AGping calculado através do MM/GBSA, e o AGsep estimado
pelo modulo InterfaceAnalyser do Rosetta (Figura 35A). Este representa a mudanca
de energia ao separar as cadeias formadoras de interface, comparando-se o estado
complexo com o estado dissociado, fornecendo uma estimativa da energia de ligagao
(Stranges; Kuhlman, 2012).

Quando a tolerancia de 0,01 keT foi empregada, observou-se uma
correlacdo moderadamente negativa entre os resultados, sugerindo que o ruido
introduzido por uma maior permissividade nos critérios de convergéncia pode
comprometer a qualidade da estimativa. J& com uma tolerancia de 0,001 ksT, o
coeficiente de correlacdo foi de aproximadamente 0,5, indicando uma relagao
moderadamente direta entre os métodos.

Por fim, com uma tolerancia de 0,0001 kgT, a correlacdo aumentou para
0,7, apontando uma relacdo mais forte e consistente, o que reforga a ideia de que
tolerancias mais rigorosas melhoram a qualidade dos resultados, ao custo de maior
demanda computacional. No entanto, devido a alta sensibilidade da reconstrugdo do
PMF a essas variagbes, recomenda-se a avaliagao das trajetérias com metodologias
alternativas de analise, como MBAR ou TRAM, a fim de garantir a robustez dos perfis
de energia livre gerados (Shirts; Chodera, 2008; Wu et al., 2016; Galama et al., 2023).

Os valores de AG obtidos nas quatro réplicas variaram entre 42,97 e 63,16
kcal/mol (Figura 35F-). Varia¢des entre 2 e 20 kcal/mol entre diferentes execucdes de
DM-US em um mesmo sistema sao esperadas e devem ser atribuidas a pequenas
variagbes nos caminhos de ligagédo percorridos, podendo minimizadas pelo uso de
métodos adaptativos (Aho; Groenhof; Buslaev, 2024).

As curvas de energia livre apresentaram um perfil semelhante, com uma
barreira energética principal sendo superada quando a distancia entre os centros de
massa atingiu cerca de 46 A. Na réplica 3, o complexo BRON-NRR n&o se dissociou
completamente, mantendo-se préximo a um platd energético apos a transposigéo de
tal barreira, sugerindo a necessidade de mais janelas para atingir uma dissociagao
completa (Figura 35H). Esse resultado esta de acordo com as andlises anteriores de
energia de interagdo, que indicaram a alta estabilidade dessa conformagéo, com

valores de AGpina Mmais negativos.
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Figura 35. Umbrella sampling do complexo BRON-NRR
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de azul e vermelho indicam correlagdes negativa e positiva, respectivamente. Os valores do coeficiente
de Pearson estdo anotados no grafico. Histogramas de distribuicdo de frequéncia referentes as
amostragens das janelas durante as DM-US que utilizaram as conformagdes predominantes extraidas
das replicatas (B) 1, (C) 2, (D) 3 e (E) 4. Perfil de energia livre das replicatas (F) 1, (G) 2, (H) 3 e (l) 4,
com valor de tolerancia do WHAM de 0,0001. (J) Evolugao temporal do complexo formado por NRR
(verde claro) e BRON (violeta e bege) na replicata 1 de DM-US.

Nas demais replicatas, o complexo sofreu um deslocamento progressivo
na interface até superar a principal barreira energética por volta dos 610 ns, com a
dissociagdao completa sendo visualizada ap6s 1 us de simulagao (Figura 35J). Esses
resultados fornecem novos insights sobre a interagdo entre o anticorpo
Brontictuzumabe e NRR, detalhando o mecanismo de dissociacdo desse complexo
anticorpo-antigeno. A correlagao positiva observada entre o AGsep calculado pelo
Rosetta, 0 AGping do MM/GBSA e o AG obtido pelas simulagcdes de DM-US reforga a
confiabilidade dos parametros empregados. O AGsep, em particular, foi escolhido para

selecao das biomoléculas otimizadas por enxerto de CDRs.

4.5 Desenho de biobetters

Uma das metodologias mais eficazes para compreender o papel funcional
dos aminoacidos que compde as proteinas, como anticorpos, € a mutagénese de
saturagao, que avalia as 19 substituicbes possiveis para cada aminoacido (Burks et
al., 1997; Rizvanovic et al., 2021). Contudo, essa abordagem enfrenta obstaculos
logisticos significativos, envolvendo a anadlise de centenas ou até milhares de
mutantes. O processo requer a construgédo genética de cada variante, transformagao
em organismos hospedeiros, triagem de transformantes e producdo de proteinas
recombinantes, antes da subsequente analise funcional (Warren; Marolewski;
Benkovic, 1996; Hilton et al., 1996).

Uma alternativa promissora a esse processo experimental laborioso é a
mutagénese de saturagao in silico, que possibilita a analise sistematica de mutagdes
em uma sequéncia de entrada, permitindo a predicao das mudangas na energia livre
de ligacdo (Geng et al., 2019). Ferramentas como o FoldX destacam-se nesse
contexto, demonstrando precisdo moderada na classificacdo de mutacdes
estabilizadoras, neutras ou desestabilizadoras, com boa correlacao entre os valores
de AAG preditos e os experimentais (Nisthal et al., 2019; Guerois; Nielsen; Serrano,
2002).
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O FoldX calcula mudangas na energia livre utilizando apenas uma
conformagao por vez. Entretanto, proteinas séo flexiveis e podem atingir multiplos
estados em solugdo que estdo intimamente relacionadas a sua fungao (Karplus;
Kuriyan, 2005; Villali; Kern, 2010). Para contornar a sensibilidade da ferramenta a
estrutura de entrada, as predigdes podem utilizar em multiplas conformagbes da
proteina (Caldararu; Blundell; Kepp, 2021).

De acordo, as principais conformacdes do complexo BRON-NRR, extraidas
por meio da avaliagao por PCA das simulacoes de 400 ns, foram submetidas a um
protocolo que agrupa aplicagdes do FoldX de maneira semelhante ao estabelecido
pelo programa MutateX (Tiberti et al., 2022). Ao todo, foram gerados 6.088 mutantes
simples. Como o AAGreing € calculado pela subtragdo da energia do complexo nao-
mutado da do complexo mutado, valores positivos indicam que a mutagao foi favoravel
a formacédo do complexo. A analise conjunta dos resultados das quatro replicatas
revelou que cerca de 16% dos mutantes levaram a um incremento minimo de 0,25
kcal/mol na energia de ligagdo. Apenas 4,5% das mutagdes promoveram uma melhora
de AAGying superior a 1 kcal/mol (Figura 36).

Figura 36. Mutagdes positivas ou consenso
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Frequéncia de mutagdes que geraram um incremento
positivo de pelo menos 0,25 ou 1 kcal/mol em AAGbind.

Dentre as mutacdes benéficas, foram identificadas 18 posi¢des consenso,
chamadas de hot-spots mutacionais, consideradas favoraveis em pelo menos trés das
quatro conformagdes analisadas (Figura 37A, Apéndice K). Entre estas, os residuos

GIn50, Thr55 e Tyr60 na cadeia pesada, e Ser95 e Asn96 na cadeia leve,
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considerando a numeracao sequencial, foram previamente destacados pela analise
decomposigéo da energia de interacao por MM/GBSA. Nao obstante, Glu35 e Trp47
estao localizados nas fitas que compde a interface Vu-V. e foram desconsiderados,
uma vez que alteragdes nessas posicoes podem comprometer o empacotamento do
dominio Fv (Abhinandan; Martin, 2010; Dunbar et al., 2013).

Figura 37. Mutagénese de saturagdo de BRON
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Fonte: elaborada pelo autor (2024). (A) Mapa de calor do AAGbind decorrente da mutagénese de
saturagdo. Como os calculos foram feitos utilizando quatro conformagdes distintas, para cada posigéao,
quatro colunas subsequentes indicam os valores referentes as replicatas 1, 2, 3 e 4 de cada posigéo,
respectivamente. As posigdes de consenso estdo marcadas com uma estrela vermelha. (B) Posi¢oes
para as quais foram encontradas mutagdes positivas em pelo menos 3 das 4 conformagdes testadas.
Os residuos estdo numerados de acordo com sua ordem na sequéncia.
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Dessa forma, onze posicoes de interesse podem ser alvos de mutacoes,
das quais quatro sdo ocupadas por residuos de glicina (Figura 37B). Uma delas esta
na CDR-L2, regido que, em anadlises prévias de interagdo, nao demonstrou
contribuigdes significativas para a interface. As mutagdes sugeridas para residuos
carregados, como lisina, ou aromaticos, como tirosina e triptofano, podem promover
o estabelecimento de novas interagdes nessa posigao (Stites, 1997; Dourado; Flores,
2014).

Foi identificada uma mutagcao no loop DE da cadeia pesada, que participa
da composigcédo da interface anticorpo-antigeno. Por fim, também foram detectadas
mutagdes favoraveis em residuos de framework que interagem, majoritariamente, com
o N-terminal do dominio LNR. O impacto positivo dessas mutagdes sobre a interacao
pode ser limitado, entretanto, pela alta flexibilidade desse segmento, demonstrada
pela analise de RMSF.

Embora a mutagénese de saturagdo seja uma metodologia promissora
para a exploragéo do espago quimico, permitindo testar a substituicdo de aminoacidos
por outros com caracteristicas diversas, como carga e hidrofobicidade, ela € limitada
pela auséncia de exploracdo do espaco conformacional. Em contrapartida, métodos
baseados em enxerto de CDRs permitem alterar o comprimento, a composicao e a
conformagao do paratopo, podendo contribuir para a maturagao de afinidade in silico
do anticorpo (Schoeder et al., 2021).

Considerando as interagoes chave entre o BRON e o NRR identificadas
nas simulagdes de DM, foi conduzido o enxerto de CDRs e o desenho de fragmentos
variaveis utilizando o RosettaAntibodyDesign com o objetivo de aumentar a
contribuigdo da cadeia leve para a interface de interagdo. Dessa forma, foram gerados
250 fragmentos variaveis para cada uma das quatro estruturas predominantes do
complexo BRON-NRR. Mantendo a CDR-H2 inalterada, o enxerto foi realizado nas
CDRs L1 e L2, seguido da otimizagao das trés CDRs restantes.

A avaliagdo de desempenho dos desenhos foi feita através do calculo de
AAG, subtraindo o valor de AGsep do anticorpo nativo em relagdo ao mutante. Esse
calculo é baseado na fungdo de energia REF15, implementada no Rosetta, que
fornece resultados em termos de Rosetta Energy Units (REU) (Alford et al., 2017).
Valores mais elevados de AAG indicam uma melhora no desenho, sugerindo uma
interacdo mais estavel e favoravel.

A selecao da melhor estrutura derivada da execucdo com a conformacao
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predominante de cada replicata de DM indicou que os desenhos de numero 149, 12,
231 e 99 foram aqueles que apresentaram AAG mais favoraveis para as replicatas 1,
2, 3 e 4, respectivamente, com destaque para os resultados oriundos da conformagao
3 (Figura 38A,B).

A anadlise apontou que partir de uma estrutura de menor energia,
potencialmente representando uma conformagao mais estavel, resultou em desenhos
com AAG superiores, reforcando a importancia de selecionar conformagdes iniciais
adequadas no processo de otimizagao. A Figura 38C-F ilustra que as alteragdes na
sequéncia de H1, H3 e L3 ndo resultaram em alteragbes conformacionais
consideraveis, sendo as maiores distingdes encontradas nas CDRs enxertadas, como

esperado.

Figura 38. Enxerto e otimizacdo de CDRs com o RAbD
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) AAG dos modelos gerados pelo RosettaAntibodyDesign,
expresso em unidades de energia do Rosetta (REU). 250 desenhos foram gerados utilizando como
ponto de partida a conformacéo mais frequente das simula¢des de 400 ns, totalizando 1000 modelos.
(B) Comparagao do AGsep, analisado através do REF15 do Rosetta, entre as estruturas iniciais e o
melhor desenho produzido para cada replica. Sobreposigdo das estruturas secundarias do Fv nativo
(azul) e do resultante do enxerto e otimizagdo de CDRs (laranja) com a estrutura de partida das
replicatas (C) 1, (D) 2, (E) 3 e (F) 4.
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O enxerto da CDR-L2 foi uniforme em termos de comprimento, com os
segmentos enxertados tendo entre 10 e 14 residuos, independentemente da estrutura
inicial. Ja para L1, o enxerto variou entre segmentos de 7 a 10 residuos, com uma

maior incidéncia de loops mais longos (Figura 39A).

Figura 39. Tamanho dos enxertos e contatos dos desenhos produzidos pelo RAbD
com NRR
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—>CDR-L3

~—»CDR-L1

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Comprimento das CDRs L1 e L2 enxertadas na cadeia leve de
BRON pelo RAbD. (B) Mapa de ligagbes de hidrogénio da replicata 1, representativo dos desenhos
gerados a partir de 2 e 4. (C) Mapa de ligH para replicata 3. (D) Contatos de van der Waals e (E)
interagdes do tipo T1-11 stacking entre os desenhos e NRR. Nos mapas de contato, as cores preto e
branco correspondem a probabilidades de ocorréncia de O e 1, respectivamente. Vale ressaltar que os
residuos do anticorpo estdo numerados pelo padrao do RAbD, usando o esquema de AHo.
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As alteragdes da CDR-L1 sucederam em formar novas interagbes com o
NRR. Em trés das quatro replicatas, foi observada a formacédo de ligagcdes de
hidrogénio adicionais, como entre a His40 (ou His32 pela numeragédo de Martin) e a
His1505 do NRR, sendo este o caso da replicata 1 (Figura 39B). Além disso, a CDR-
L3 também passou a desempenhar um papel importante na interface, a partir das
ligacdes de hidrogénio formadas pelos residuos Tyr109 (91 pela numeragao de Martin)
e Gly111 (93 em Martin) (Figura 39B,C). Tanto L1 quanto L3 formaram interacdes
adicionais de van der Waals e 11-11 stacking com NRR (Figura 39D,E). Em contraste,
o enxerto da CDR-L2 ndo gerou novas interacdes nos modelos avaliados e as
alteracbes propostas desfizeram interagcdes polares com a Leu1710, podendo ter
impactos negativos na eficicia inibitéria dos anticorpos projetados.

Com o intuito de avaliar a possibilidade do estabelecimento de novas
interacbes com a cadeia leve sem a perda de contatos de interface importantes,
utilizou-se o software AbSeldon, que adota uma abordagem baseada na diversidade
do Observed Antibody Space para realizar o enxerto e otimizagao de CDRs (Sampaio,
2024). Assim como no RAbD, a energia de interagao é calculada usando a fungao de
energia REF15, possibilitando uma comparagéo direta entre os métodos.

No AbSeldon, foram gerados um total de 2560 desenhos, sendo cerca de
640 oriundos de cada conformagao predominante das simulagdes do complexo
BRON-NRR. Diferentemente do RAbD, que permitiu a exclusdo da CDR-H2 do
processo de otimizacdo, o AbSeldon realiza modificacdes em todas as CDRs. Os
resultados de afinidade predita variaram de -78 a -55 REU, sendo mais baixos do que

aqueles obtidos com o RAbD, indicando uma maior afinidade (Figura 40A-D).
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Figura 40. Enxerto e otimizacdo de CDRs com o AbSeldon
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Resultados de REF15 e estrutura secundaria dos desenhos
gerados pelo AbSeldon (vinho), comparados com o Fv nativo (azul), para as replicatas (A) 1, (B) 2, (C)
3 e (D) 4. Os pontos estdo coloridos em verde ou vermelho, de acordo com a classificagdo de aceito
ou nao aceito pelo AbSeldon.

A avaliagdo da interface dos quatro melhores modelos com o antigeno
indicou a introducdo de interagbes polares entre L3 e NRR, com destaque ao
segmento presente entre os residuos 91 e 95, que foi capaz de estabelecer ligH com
LNR no intervalo entre 1499 e 1518. Notavelmente, o AbSeldon conseguiu preservar

as importantes intera¢cdes com Leu1710 em duas replicatas (Figura 41A-D).
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Figura41. Liga¢des de hidrogénio entre os desenhos gerados pelo AbSeldon
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Ligagbes de hidrogénio entre NRR e os desenhos do
AbSeldon que tiveram como estrutura inicial a conformagao predominante das replicatas (A)
1, (B) 2, (C) 3 e (D) 4. Nos mapas de contato, as cores preto e branco correspondem a
probabilidades de ocorréncia de 0 e 1, respectivamente.

A analise de frequéncia de aminoacidos nas posicoes das CDRs e do loop
DE demonstrou que, apesar da tentativa de enxerto de L2 através dos dois programas,
houve uma limitada exploragcao do espaco quimico, com apenas dois aminoacidos
predominando em todas as posi¢coes avaliadas. Tentativas de insercdes nas posicdes
52A-D nao resultaram em interagdes adicionais relevantes na avaliagao pelo RING.
Ja o desenho de L1, L3 e H3 foi mais eficiente em explorar uma maior variedade de
aminoacidos e gerar inser¢des com diferentes comprimentos e perfis quimicos (Figura
42A).

Em concordancia com os dados de mutagénese de saturagéo, quatro hot-
spots mutacionais previamente identificados foram alterados nos desenhos. A
substituicdo de Thr28 por isoleucina foi observada na replicata 1 da mutagénese,

enquanto a alteragdo da Gly101 (Gly97 na numeracao de Martin) para tirosina foi
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detectada nas replicatas 1 e 3, e para lisina na replicata 3. Além disso, a mutacao de
Gly104 (Gly100 na numeracao de Martin) para arginina também foi identificada em
um dos desenhos. A introducao de residuos positivamente carregados é coerente com
a superficie eletrostatica predominantemente negativa de NRR, favorecendo a
complementariedade de carga na interface (Apéndice L).

Ja na cadeia leve, o residuo 52 foi apontado como um hot-spot mutacional,
mas as mutag¢des propostas diferiram entre os métodos: nos enxertos, o residuo foi
substituido por uma valina, enquanto a mutagénese sugeriu aminoacidos carregados
ou aromaticos. A identificagcdo de posi¢cdes e mutacdbes consenso entre as duas
metodologias de otimizagao reforga o potencial dessas modificagées para melhora da
interagao.

Nao obstante, as alteragdes foram comparadas aquelas sugeridas a partir
da metodologia de dobramento inverso, que podem levar a otimizagao da afinidade
de um complexo anticorpo-antigeno (Haie et al., 2024). As principais conformagdes
amostradas pelo anticorpo, identificada por DM, bem como os modelos enxertados
foram submetidos ao AntiFold, produzindo sequéncias contendo dentre 7 a 12
mutagdes nas CDRs. No entanto, essas sequéncias obtiveram escores de
dobramento inverso (log-likelihood) inferiores aos da molécula nativa.

Seguiu-se, entdo, com a andlise de probabilidade de residuos por posigao
(Apéndice M). Na CDR-H1, as diferencas mais significativas de frequéncia de
aminoacidos ocorreram nas posicoes 30 e 33 pela numeragao de Martin, onde
treoninalisoleucina e tirosina predominaram nas sequéncias geradas. Na CDR-H2, a
posi¢cao 52 apresentou variagbes com a presenca de tirosina e acido aspartico; a
posicao 54 foi predominada por serina; e a posicdo 56 mostrou a ocorréncia de
aminoacidos carregados negativamente, como acido aspartico e glutamico. A ampla
variabilidade observada na CDR-H3 dificultou a identificacdo de modificacdes
predominantes, sendo notavel a prevaléncia de residuos de tirosina.

Ja na cadeia leve, especificamente em L1, os aminoacidos mais frequentes
encontrados pelo AntiFold foram consistentes com as sequéncias enxertadas. As
principais variagdes surgiram nas estruturas derivadas de AbSeldon R3 e R4, com um
loop mais curto e com a presenga de serina na posi¢ao 27, glicina/asparagina na 28,
e serina/asparagina na 29. A CDR-L2 sofreu poucas alteragdes, exceto pela possivel

asparagina na posi¢ao 51.
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Figura 42. Comparacado das CDRs obtidas pelo AbSeldon e RAbD e validagao por
DMa
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Frequéncia de ocorréncia dos residuos nas posi¢des das CDRs
e do loop DE das cadeias pesada e leve. O alinhamento foi obtido com o AbAlign e os anticorpos
renumerados de acordo com Martin. RMSD de interface correspondente as simulagbes de dindmica
molecular aquecida com os modelos obtidos pelo RAbD (laranja) e AbSeldon (vinho) a partir das
estruturas predominantes das replicatas (B) 1, (C) 2, (D) 3 e (E) 4 das DM de 400 ns. As linhas em
cinza correspondem aos resultados previamente obtidos na DMa de BRON nativo.

Na CDR-L3, as principais modificagdes ocorreram nas posi¢cdes 89, com
predominancia de leucina, e 97, onde valina foi frequente. O AntiFold correlacionou o
log-likelihood, isto é, a frequéncia dos residuos em cada posi¢ao, com um possivel

ganho de afinidade (Hoie et al., 2024). Assim como a metodologia de dobramento
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inverso, a combinagdo de seis modelos de linguagem generalizados mostrou-se
eficiente na maturacao de afinidade de anticorpos naive e daqueles ja maturados (Hie
et al.,, 2024). O uso dessa estratégia para guiar a evolugao artificial indicou um total
de 24 mutacbes otimizadoras em BRON, das quais 10 sdo em V4 € 14 sdo em V.
(Apéndice N).

Metade das alteragdes na cadeia pesada ja haviam sido reportadas na
etapa de enxerto (Figura 42A). Dentre elas, esta Met100eTyr, uma alteracéo na CDR-
H3 também registrada em AbSeldon R3. Ja na cadeia leve, 5 das 14 modificagbes
coincidem com as propostas pelo RAbD e AbSeldon, reforcando o desafio associado
a otimizagcdo da cadeia leve. Vale ressaltar que tais metodologias oferecem novas
oportunidades de otimizagdo, mas que as modificagbes propostas, seja
individualmente ou em combinacdes, devem passar por avaliagdes computacionais
baseadas em dindmica molecular para validar e determinar o seu impacto funcional.

Procedeu-se com a andlise dos modelos gerados por enxerto de CDR por
simulagdes de DMa. Ao final de 70 ns de simulacdo, os valores de iRMS para todos
os modelos ficaram abaixo de 5 A (Figura 42B-E). No entanto, a comparacéo entre os
perfis dos novos anticorpos e do Fv nativo indicou que os modelos do AbSeldon
originarios das conformagbes das replicatas 2, 3 e 4, assim como o modelo da
replicata 4 do RAbD, apresentaram variacbes semelhantes. Estes modelos foram,
entdo, selecionados para avaliagdes adicionais quanto a sua estabilidade,
acessibilidade do sitio S2 e energia de interagéo.

Embora a andlise com o RING nao tenha identificado interacdes com
Leu1710, as simulagbes de DM revelaram uma ligH transiente com a Tyr59, presente
em cerca de 5% da simulagao, sendo esse um aminoacido que teve uma participacao
importante na interface descrita com o anticorpo nativo (Figura 43B). Em contrapartida,
as ligacdes de hidrogénio detectadas nos desenhos AbSeldon R2 e R4 nao foram
mantidas durante as simulacoes, possivelmente sendo desfeitas ainda durante o
equilibrio.

Os resultados de RMSD foram corroborados pelas analises de MM/GBSA,
nas quais as simulagdes com alta variagao de iRMS apresentaram valores de AGpind
superiores a -25 kcal/mol. AbSeldon R3 foi o Unico modelo que apresentou valores de
energia de interagdo consistente entre as réplicas e semelhantes a média do anticorpo
nativo (Figura 43C). Esse modelo demonstrou uma acessibilidade ao sitio S2

ligeiramente superior a do anticorpo original, mas ainda inferior a do antigeno livre.
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Figura 43. iRMS, area acessivel ao solvente do sitio S2 em NRR complexado

aos modelos otimizados e energia livre de ligagao
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) iRMS dos desenhos RAbD R4, AbSeldon R2, R3 e R4,
simulados em duplicatas por 400 ns. (B) llustragdo do complexo anticorpo-antigeno, na qual a
estrutura secundaria de NRR esta colorida em verde, a superficie de BRON nativo esta
representada por uma malha cinza, e as superficies de Vu e VL de AbSeldon R3 estéo coloridas
em violeta e bege respectivamente. Em destaque, esta a Leu1710 de NRR e a Tyr59 do modelo,
que formam uma ligH identificada em aproximadamente 5% da simulagado. (C) AGbind e area de
superficie acessivel ao solvente do sitio S2 com BRON nativo e com desenhos otimizados
submetidos a simulagao.

Esses dados indicam que a metodologia de enxerto de CDRs aplicada ao

desenho AbSeldon R3 foi eficaz em estabelecer novas interagdes que estabilizaram a

interface, aumentando a participagao da cadeia leve, sem comprometer a energia de
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interagcdo. Yang e colaboradores (2023) utilizaram o enxerto de CDR para otimizagao
de anticorpos neutralizantes contra o dominio RBD de SARS-CoV-2. Utilizando o
RAbD para modificar todos os loops hipervariaveis, a excecao de H3, considerado
essencial a interacdo com o epitopo, foram obtidos desenhos com alta afinidade e
capacidade neutralizante (Yang et al., 2023). Esses resultados foram atribuidos a
formacdo de novas interagdes anticorpo-antigeno, reforcando a importancia do
enxerto de CDR como método para o desenho racional de anticorpos.

No presente estudo, essa metodologia foi complementada e comparada a
trés abordagens adicionais: a analise de hot-spots mutacionais via mutagénese de
saturacdo, a avaliagdo da probabilidade de ocorréncia de aminoacidos em cada
posicado por dobramento inverso e a maturagdo de afinidade por modelos de
linguagem. A validagdo dos anticorpos projetados foi conduzida por meio de
simulagdes de dindmica molecular que forneceram insights sobre a estabilidade
estrutural e o comportamento dindmico dos complexos formados pelos anticorpos

modificados.

4.6 Avaliagao do potencial de aplicacao

A partir do melhor modelo obtido na etapa de enxerto, AbSeldon R3, foram
avaliados parametros criticos para sua aplicacao in vitro e in vivo. No desenvolvimento
de biofarmacos, altas concentracdes de proteinas sao frequentemente utilizadas,
gerando desafios relacionados a solubilidade, separagdo de fases, aumento da
viscosidade e propensao a agregacéo, dificultando a fabricagao, entrega, estabilidade
e o0 prazo de validade do produto (Pindrus et al., 2015; Shire; Shahrokh; Liu, 2009).
Tendo em vista a superagao de tais dificuldades na etapa inicial do desenvolvimento,
a solubilidade do Brontictuzumabe nativo e do AbSeldon R3 foi avaliada utilizando o
programa Aggregscan4D.

A analise de solubilidade por posi¢cao mostrou que os enxertos nas CDRs
H1 e H3 melhoraram o escore de solubilidade da cadeia pesada, especialmente nos
residuos ao redor da posicado 100 (Figura 44A). Ja os enxertos na cadeia leve
prejudicaram a solubilidade inclusive fora das CDRs, com Val3 e Phe24 sendo
identificados como os principais pontos propensos a agregacéo (Figura 44B). Ainda
assim, os escores globais de solubilidade normalizada foram de -0,61 para o

Brontictuzumabe nativo e -0,58 para o AbSeldon R3. Portanto, infere-se que as
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modificagdes ndao comprometeram significativamente a solubilidade global do
anticorpo (Barcenas et al., 2024).

Figura 44. Predicdo de solubilidade
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Predicao de solubilidade com o AggreScan4D para
as cadeias (A) pesada e (B) leve do Brontictuzumabe nativo (azul) e modificado pelo
AbSeldon na replicata 3 (vermelho). Valores mais negativos de escore indicam uma
maior solubilidade.

Em seguida, AbSeldon R3 foi comparado com 754 anticorpos terapéuticos
fase | através do Therapeutic Antibody Profiler, mostrando adequagéo em todas as
cinco métricas avaliadas (Apéndice O). O comprimento total das CDRs foi de 48
residuos, coincidindo com a média encontrada na literatura (Raybould et al., 2019). O
escore de hidrofobicidade em CDRs, que esta relacionado a propensao de agregacao,
foi de 140,7, estando proximo a média reportada de 133,8 (Raybould et al., 2019; Kyte;
Doolittle, 1982).

As cargas dos residuos da proteina foram adequadas para o pH 7,4 para
realizacéo do calculo de patches de superficie de cargas positiva e negativa, sendo
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os seus valores 0,04 e 0,0, respectivamente. Estes foram considerados adequados,
uma vez que patches de superficie carregados sao associados a caracteristicas
biofisicas indesejadas (Popovic et al., 2017; Datta-Mannan et al., 2015). A analise do
mapa de calor de cargas em diferentes pHs e concentrag¢des idnicas, fornecido pelo
Protein-Sol, corrobora com um perfil neutro de cargas em pH 7,5 e 0,15 M (Hebditch;
Warwicker, 2019b) (Apéndice O).

O Protein-Sol também indicou a estabilidade do estado enovelado em todas
as faixas de concentragao salina testadas entre os pHs 5 e 8. Por fim, a avaliacdo da
simetria de carga estrutural Fv (SFvCSP) foi utilizada para avaliar a atragao
eletrostatica indutora de agregados, tendo em vista que um mAb tende a ser mais
viscoso se o produto das cargas liquidas Vx e V. for negativo (Sharma et al., 2014). O
SFVCSP de AbSeldon R3 foi 10,2, indicando uma menor viscosidade. A metanalise
realizada por aprendizado de maquina a partir de 12 propriedades biofisicas, feita com
o Protein-Sol, colocou o AbSeldon R3 dentro de uma faixa adequada entre outros
anticorpos aprovados ou que passam por testes clinicos fases Il ou lll (Hebditch;
Warwicker, 2019a).

Uma outra consideracdo fundamental foi a comparag¢ao do potencial de
interagdo dos anticorpos nativo e modificado com outras proteinas da familia Notch.
Notch2 e Notch3 apresentam diversas modificagcdes em suas sequéncias quando
comparadas a Notch1 (identidades de 52,89% e 50,66%, respectivamente).
Entretanto, tais proteinas mantém o seu mesmo padrao de enovelamento (Figura
45A,B). Essa observagéo estd em conformidade com o principio de que a estrutura
das proteinas tende a ser mais conservada do que sua sequéncia, uma vez que a
funcdo proteica estd diretamente relacionada a sua conformagéo tridimensional,
sendo, portanto, favorecida ao longo da evolugéo (Sousounis et al., 2012).

A avaliagao das interagdes foi conduzida por meio de docking molecular
utilizando o HADDOCK, que, diferentemente do ClusPro, fornece dados quantitativos
sobre a interagao, como a area de superficie enterrada e os componentes de energia
de van der Waals e eletrostatica. A definicdo dos residuos ativos com base no
complexo previamente validado levou a recuperagdo de um sistema BRON-NRR

semelhante ao oriundo do ClusPro, validando o uso desse programa nessa aplicagao.



Figura 45. Interacdes de BRON e

NOTCH1
NOTCH2

NOTCH1
NOTCH2

2y NOTCH1
| 3 ‘ NOTCH2

Notch2 R\ 52418

NOTCH1

NOTCH2

NOTCH1
NOTCH3

NOTCH1
NOTCH3

NOTCH1
NOTCH3

NOTCH1
NOTCH3

9
3

-
N
S

e
_50 ]
§ % 120
Q-» 3 100
2 8
£ -100 ® w0
o £
g
§ 125 E 60
?
w _150 £ a0
-175 20
0
0 0
P =
T 20 o 50
8 v
H 5 -100
§ o ]
T 8 -150
c -
8 9
& ke w —200
3 =
s -80 B -250
2 g
= c
2 _100 u —300
I

-350

|
~
S

AbSeldon R3 com os receptores Notch2 e 3

GSACELPECQEDAGNKVCSLQCNNHACGWDGGDCSLNFNDPWKNCTQSLQCWKYFSDGHC
—---CLSQYCADKARDGVCDEACNSHACQWDGGDCSLTMENPWANCSSPLPCWDY INN-QC

* P Kk kkk kkkkkkkk s aakk kky |k Kk ks 1k

NSQCNSAGCLFDGFDCQRAEGQCNPLYDQYCKDHFSDGHCDQGCNSAECEWDGLDCAEHV
DELCNTVECLFDNFECQGNSKTCK--YDKYCADHFKDNHCNQGCNSEECGWDGLDCAADQ

ks kkkK KL kk Ko kkakk Kkk k Kkakkkkk Kk KkkkAkk

PERLAAGTLVVVVLMPPEQLRNSSFHFLRELSRVLHTNVVFKRDAHGQOMIFPYYGDVRG
PENLAEGTLVIVVLMPPEQLLQDARSFLRALGTLLHTNLRIKRDSQGELMVYPYYGEVAG

Kk Kk kkkk kkkkkkkkk .2 kkk Kk akkkks skkksaks kpakkkkak K

SIVYLEIDNRQCVS---QCFQSATDVAAFLGALASLGSLNIPYKIEAVQSETV
SKVFLEIDNRQCVQDSDHCFKNTDAAAALLASHAIQGTLSYPLVSVVSESLT-

dok kKR Kk Kk k.. kok s Kk kak K P

GSACELPECQEDAGNKVCSLQCNNHACGWDGGDCSLNFNDPWKNCTQSLQCWKYFSDGHC
******* ACQAKRGDQRCDRECNSPGCGWDGGDCSLSVGDPWRQC-EALQCWRLEFNNSRC

Kk kpa ok, akx Kok kkkkkkk | kkkg ik sakkkk: Ko ok

NSQCNSAGCLFDGFDCQR--AEGQCNPLYDQYCKDHFSDGHCDQGCNSAECEWDGLDCAE
DPACSSPACLYDNFDCHAGGRERTCNPVYEKYCADHFADGRCDQGCNTEECGWDGLDCAS

S KLk KKk kkky K KKk ikgakk KAk kk kKKK Kk kKKK KK

HVPERLAAGTLVVVVLMPPEQLRNSSFHFLRELSRVLHTNVVFKRDAHGQQOMIFPYYGDV
EVPALLARGVLVLTVLLPPEELLRSSADFLORLSAILRTSLRFRLDAHGOAMVFPYH--~—

LKk Kk ok kky kkokkkok Kk kkg Kk pkik p ki kkkkk Kpkkk

RGSIVYLEIDNRQCVS—---- QCFQSATDVAAFLGALASLGSLNIPYKIEAVQSETV
IGSVVMLEIDNRLCLQSPENDHCFPDAQSAADYLGALSAVERLDFPYPLRDVRGEP-

Kk ok Kkkkkk ko Skx ok o akkkkaaa  kaakk o k.

15

10
J—
o - -

Energia de Desolvatacao

3000

o

[

S S
~
o
3
3

2000

-
S
3

@
3

1500

@
3
-
S
8
S

2
3

o
3
3

~
3
Area de Superficie Enterrada

Energia de Violacao das Restricées

o
o

v 05 > fﬂ (ﬁ
¢ &
S &0
& & &
%) 2 &
30 30
W

115

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Alinhamento da estrutura e sequéncia de Notch1 a (A) Notch2 e (B)
Notch3. (C) Resultados do HADDOCK?2.4 para os dockings de BRON e AbSeldon R3 a Notch1, Notch2

e Notch3.

Os escores HADDOCK foram mais negativos nos complexos formados por

BRON e AbSeldon com Notch1, indicando interagdes mais favoraveis, ainda que o

escore do AbSeldon tenha sido inferior ao da proteina nativa (Figura 45C). O escore
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HADDOCK ¢é composto por uma combinacdo linear de diversos parametros
energéticos e de area de superficie enterrada, porém, ndo apresenta correlagao direta
com a afinidade de interacao (Vangone et al., 2016; Kurkcuoglu et al., 2017).

Além disso, os tamanhos dos clusters foram, de modo geral, maiores nos
complexos com Notch1, acompanhados de RMSD inferiores a 1 A, demonstrando a
uniformidade do agrupamento. Uma excec¢ao foi o complexo AbSeldon-Notch3, que
também obteve um cluster com mais de cem estruturas e RMSD abaixo de 1 A. Os
valores de area de superficie enterrada, energia de van der Waals e energia de
violagdo das restricdes favoreceram, no entanto, os complexos com Notch1,
sugerindo que, em uma analise preliminar, esses complexos sdo mais favoraveis. No
entanto, a possibilidade de reacdes cruzadas ndo pode ser descartada sem

investigagcdes mais aprofundadas, tanto in silico quanto in vitro.

4.7 Proposigao de novos scFvs baseados em BRON

Anticorpos sao moléculas estruturalmente complexas, compostas por
cadeias leves e pesadas organizadas em um formato de Y, estabilizadas por pontes
dissulfeto. Devido a necessidade de modificacbes pds-traducionais e sistemas de
expressao especificos, a producao de anticorpos completos pode ser desafiadora
(Zhang et al., 2016). O uso de fragmentos de anticorpos, como o0s scFvs,
caracterizados pela fusdo dos dominios variaveis por um linker, oferece diversas
vantagens, como a producgao eficiente em sistemas bacterianos e codificagao por
um unico gene, eliminando problemas relacionados a estequiometria de cadeias
(Filpula, 2007).

Além disso, esses fragmentos apresentam maior capacidade de
penetracdo tecidual e rapida depuracido plasmatica, tornando-os atraentes para
aplicacgdes terapéuticas e diagndsticas (Arslan et al., 2022; Li; Krippendorff; Shah,
2017). Embora os scFvs apresentem estabilidade reduzida quando comparada aos
anticorpos completos, seu acoplamento em outros formatos, como os scFv-Fc, pode
ser uma alternativa (Bujak et al., 2014). Ademais, os scFvs podem ser incorporados
em construgdes bi-especificas ou utilizados como carreadores de pequenos ligantes,
expandindo ainda mais suas aplicagcdes em imunoterapia e como ferramentas de
direcionamento molecular (Brinkmann; Kontermann, 2017; Smith et al., 2021).

Tendo em vista os potenciais usos dos fragmentos de anticorpos, foram
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incorporados peptideos ligantes flexiveis de trés comprimentos distintos entre os
dominios Vx e Vi do Brontictuzumabe, avaliando-se, em seguida, a interagao dos
fragmentos de cadeia simples gerados com NRR de Notch1. O tamanho do linker
afeta diferentes comportamentos estruturais e funcionais de scFvs (Arslan et al.,
2022; Dolezal et al., 2000). A literatura reporta que scFvs conectados por peptideos
menores que 12 aminoacidos tendem a formar multimeros, combinando-se com
outros fragmentos. Em contrapartida, o uso de linkers de pelo menos 12 residuos
frequentemente resulta em moléculas monoméricas funcionais (Hudson; Kortt, 1999;
Le Gall et al., 1999).

Dessa forma, foram escolhidos fragmentos de 9 (scFv9), 12 (scFv12) e
15 aminoacidos (scFv15), compostos por repeticbes de glicina e serina ([G4S]n),
para conectar os dominios varidveis de BRON (Figura 46A). Os scFvs gerados
possuem orientagdo entre Vu-V_ diferentes do Fv (Figura 46B). Tal alteragdo é
esperada, nao devendo afetar a atividade biolégica ou a capacidade de
reconhecimento de tais moléculas, mas podendo levar a reducao da especificidade
ao antigeno (Riano-Umbarila et al., 2020; Krokhotin et al., 2019).

A comparagao entre os modelos gerados pelo RoseTTAFold e pelo
AlphaFold2 revelou que, embora ambos os programas foram capazes de produzir
estruturas com qualidade global semelhante, indicada pelos escores do
QMEANDIsCo e VoroMQA, os modelos do AlphaFold2 apresentaram um maior
numero de sobreposigdes estereoquimicas desfavoraveis e de outliers no grafico de
Ramachandran (Figura 46C).

O refinamento das estruturas com o locPREFMD levou a reducdo do
numero de choques estereoquimicos (Figura 46C). No entanto, esse processo
também resultou em um aumento de angulos diedros fora das regides permitidas
no grafico de Ramachandran dentro das CDRs, afetando diretamente os
aminoacidos envolvidos no paratopo, levando a escolha dos modelos gerados pelo

RoseTTAFold sem refinamento.
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Figura 46. Modelagem dos fragmentos a partir do Brontictuzumabe
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Alinhamento das sequéncias do Fv de BRON com os
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respectivamente. (C) Pardmetros de validacdo das estruturas antes e apds refinamento com
locPREFMD, obtidos através do MolProbity, QMEAN e VoroMQA. (D) Estrutura secundaria dos
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A etapa seguinte consistiu no docking dos fragmentos a NRR.
Inicialmente, os modelos foram submetidos ao ClusPro em dois modos distintos.
Enquanto o modo normal ndo conseguiu gerar complexos com interfaces
compativeis com a do complexo BRON-NRR, o modo anticorpo demonstrou maior
semelhanga (Figura 47A). Vale ressaltar que, na validagao realizada previamente
com o complexo 3L95, os dois modos do ClusPro conseguiram gerar poses de alta
qualidade.

Dentre os complexos produzidos para cada scFv, foram selecionados
cinco para submissdao a DMa com base nas seguintes especificagdes: menor
energia, similaridade da interface com o0 BRON-NRR e a formagao de interagbes
com o residuo Leu1710 do NRR, conforme identificado pela analise de PDBSum
(Apéndice P,Q). O cluster 7 para o scFv com linker de 9 residuos, o cluster 1 para o
linker de 12 residuos, e o cluster 3 para o linker de 15 residuos atenderam aos
critérios definidos (Figura 47B-D). Conformacdes de baixa energia ligadas a
epitopos alternativos também foram identificadas, como nos casos do cluster 16
(scFv12) e do cluster 17 (scFv15). Esses complexos demonstraram estabilidade
durante as simulagdes de aquecimento, sugerindo que outros epitopos no NRR
podem ser alvos viaveis para interacbes estaveis.

Nao obstante, apesar da metodologia de DMa ser eficaz na reducao das
multiplas poses geradas por programas de docking aquelas que se assemelham a
conformagao cristalografica, ela ainda pode apresentar falsos positivos que se
mantém estaveis durante o aquecimento (Chaves et al., 2020). Considerando o
mecanismo inibitério previamente descrito para o Fv de BRON, seguiu-se com a
analise das poses que permaneceram estaveis ao longo da DMa e que mostraram
capacidade de interagir com o epitopo-alvo.

Assim como no complexo BRON-NRR, foi analisada a contribuigdo das
CDRs para a interface e o perfil quimico dos residuos nos complexos scFv-antigeno.
Observou-se uma menor dependéncia da CDR-H2 para a interacao, que, no Fv, era
responsavel por 38% dos residuos de interface. Nos scFvs com linkers de 9, 12 e
15 residuos, essa contribuicao foi reduzida para 7%, 10% e 18%, respectivamente
(Figura 48A-C). No scFv com linker de 9 residuos, a interface foi dominada pela
CDR-L1, que nao havia desempenhado um papel significativo no fragmento de duas
cadeias. No scFv com linker de 12 residuos, a interacdo foi majoritariamente

mediada pelas CDRs H3 e L1. J& no scFv com linker de 15 residuos, a interface
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apresentou uma distribuicao equilibrada entre as CDRs, com leve predominancia da

cadeia pesada.

Figura 47. Validagéo dos complexos de fragmentos de anticorpo com BRON
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Filtro para sele¢cdo de complexos scFv-NRR. As estruturas
de menor energia ou com interface similar ao complexo entre Fv de BRON e NRR, geradas pelo
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scFv-NRR para os fragmentos com linker de (B) 9, (C) 12 e (D) 15 residuos.
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O perfil quimico da interface do scFv com linker de 15 residuos foi 0 mais
préximo do observado no Fv, sendo predominantemente composto por residuos
polares ndo carregados, seguidos por quantidades semelhantes de residuos
apolares alifaticos e aromaticos. No scFv com linker de 12 residuos, observou-se
um aumento na presenga de residuos apolares alifaticos na interface. Ja no scFv
com linker de 9 residuos, a interface foi formada, predominantemente, por
aminodacidos polares ndo carregados, seguidos dos aromaticos. E importante
destacar que essa composi¢gdo, assim como a pose de interagdo, pode ser
modificada pela multimerizagdo do fragmento de linker mais curto.

Figura 48. Complexos entre os scFvs e NRR
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Alinhamento dos complexos scFv-NRR & BRON-NRR, com o
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15 residuos coloridos em azul, roxo e laranja, respectivamente. Ao lado, estdo contabilizadas as
contribuicdes das CDRs para interface scFv-NRR, e a composigédo quimica do paratopo.

Os complexos foram submetidos a simulagdées de 400 ns para avaliar a

estabilidade, acessibilidade do sitio S2 e a amostragem conformacional, em
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comparacgao com o Fv de BRON. Em todos os casos, 0 iRMS permaneceu abaixo
de 5 A (Figura 49A). Embora tenha sido observado um aumento na replicata 2 do
scFv9 e em ambas as replicatas do scFv12, isso ndo resultou em maior
acessibilidade do S2, analisada comparativamente nos graficos de violino (Figura
49C).

Contrariamente, o scFv12 teve os menores valores de acessibilidade,
inclusive apresentando SASA média negativa, o que pode ser atribuido a artefatos
do algoritmo LCPO quando utilizado no célculo de area acessivel em fragmentos de
um sistema (Weiser; Shenkin; Still, 1999). Assim, pode-se inferir que a variagao
observada na interface desse fragmento entre 50 e 200 ns, seguida pela
estabilizagdo em torno de 3 A em relagéo a conformacao inicial de docking, reflete
uma transicao da interface para um estado estavel, que prevalece pelos 200 ns
finais de simulacao e resulta em maior ocupacao do espaco ao redor do sitio S2.

O célculo do raio de giro indicou que a introdugéo dos linkers resultou em
uma diminuicdo da compactagdo entre Vu e V. (Figura 49B). Tal reducao foi
inversamente proporcional ao comprimento do fragmento utilizado para conectar os
dominios variaveis e esta de acordo com os achados de Arai e colaboradores (2004),
que indicaram que um maior raio de giro esta associado a um aumento da distancia
entre os dominios de uma proteina de fusdo. Essa separacao pode ter influenciado
a capacidade do scFv15 de obstruir o sitio S2, indicado pela analise de SASA. Nao
obstante, a manutengao do raio de giro em patamares semelhantes mesmo com as
variacoes de iRMS reforcam que a alteracdo da interface nao decorre de um
processo de desnaturagao (Starzyk; Cieplak, 2011)

A PCA ¢é uma ferramenta eficaz para decodificar os movimentos em
conjuntos de conformagdes, como nas trajetérias de simulagdo (Orellana et al.,
2016). Ao projetar o comportamento conformacional de NRR nas simulagcbes dos
fragmentos de cadeia simples e o de duas cadeias sobre mesmo espago
bidimensional, observou-se que, apesar de uma variagao abrupta de RMSD entre
50 e 200 ns para o scFv12, essa variacdo resultou apenas em uma alteragao
conformacional do antigeno na segunda replicata, que passou a ocupar posigdes
também encontradas nas simulagées com o scFv15 (Figura 49C). Este ultimo
apresentou variagdes de iRMS inferiores a 3,5 A e acessibilidade ao S2 superior &
observada no Fv, embora ainda menor do que na média das simula¢gées com o NRR

livre.



Figura 49. Simulagées de DM com os complexos scFv-NRR.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) iRMS dos sistemas contendo os scFvs com linker de 9,12 e
15 aminoacidos, coloridos em azul, roxo e laranja, respectivamente. (B) Raio de giro do Fv e dos
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obtido a partir de diagonalizagéo das trajetérias de Fv-BRON e scFvs-BRON.

Também foi identificado um aumento do iRMS nos ultimos 100 ns de

simulacao do scFv9 replicata 1, acompanhado por uma transicao nos valores de

PC2, que passaram a amostrar regides predominantemente observadas nas

replicatas de DM do Fv, aproximando-se também nos valores de SASA do sitio S2.
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Ao avaliar os quadrantes formados pelos dois primeiros componentes principais,
observou-se que o antigeno, quando complexado ao Fv, tende a ocupar
principalmente o quadrante inferior direito, com algumas incursdes para o inferior
esquerdo. Os scFv9 e scFv12 apresentam regides de intersegdo com o Fv.

A replicata 1 do scFv9 transiciona para o quadrante inferior direito,
enquanto a replicata 2 do mesmo fragmento e a replicata 1 do scFv12 demonstram
uma restricdo conformacional mais significativa. Por outro lado, a replicata 2 do
scFv12 transiciona para o quadrante superior esquerdo, o que nao resulta em um
aumento do RMSD de interface nem em maior acessibilidade ao S2. Curiosamente,
esse quadrante também foi amostrado nas replicatas do scFv15, onde esta
associado a valores mais altos de SASA no sitio S2. Essa analise evidencia a
diversidade de comportamentos conformacionais de NRR proporcionados pelos
diferentes ligantes.

A fim de investigar as causas e efeitos das alteragbes conformacionais
detectadas por PCA e pela andlise de RMSD, foi realizada a avaliagao da formagao
de ligagcbes de hidrogénio e da energia de interagdo entre os diferentes scFvs e o
NRR (Figura 50). O scFv com linker de 15 residuos apresentou o maior numero total
de ligH entre o fragmento e o antigeno, atingindo um maximo de 28 interagdes
(Figura 50E). Contudo, nenhuma ligagdo de hidrogénio estavel foi observada com
Leu1710, o que pode justificar os valores mais elevados de acessibilidade a regiao
S2, em comparagao com os demais scFvs (Figura 50F).

Os fragmentos com linkers de 9 e 12 residuos registraram valores
maximos de 23 e 24 ligH, respectivamente, além de apresentarem ligacdes de
hidrogénio estaveis com Leu1710 (Figura 50A-D). No scFv9, as ligagdes foram
mediadas pelos residuos Tyr106 e Tyr164, enquanto no scFv12, a interagao estavel
ocorreu com Thr164. Isso reforca a relevancia de residuos doadores de ligH na
posicao 164 para a formacido de interacdbes com o sitio S2 do NRR. Em
contrapartida, o aminoacido 164 do scFv15 é uma alanina, cuja cadeia lateral é
composta por grupamento metilico incapaz de formar ligH (Gaur; Klotz, 2004).

A menor acessibilidade de S2 observada no scFv12 correlaciona-se,
também, com os valores médios de AGuing, que se aproximaram dos resultados
médios obtidos com o Fv de BRON (Figura 50G). Ja o aumento no numero total de
ligH na replicata 2 do scFv15 ajuda a explicar a discrepancia nos valores de AGpind

entre as replicatas, apesar dos comportamentos conformacionais semelhantes do
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Figura 50. Ligag¢des de hidrogénio relevantes entre scFv e BRON e energia de

interacao
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). Numero de ligages de hidrogénio entre NRR e os scFvs
com linkers de (A) 9, (C) 12 e (E) 15 ao longo das duas replicatas de 400 ns. Interfaces scFvs-
antigeno, com enfoque nas ligH formadas a partir de residuos do (B) scFv9 e do (D) scFv12.
(F) Como nao foram identificadas ligagdes de hidrogénio entre o scFv15 e NRR, estao
ilustrados os residuos até 5 A de distancia do sitio S2. (G) Energia de interagéo, calculada por
MM/GBSA nas réplicas de simulagdo, do Fv de BRON e dos fragmentos derivados. A linha
preta tracejada indica a média de AGbind entre as quatros DM de BRON-NRR.

As variagbes nos valores de energia livre de interagédo obtidos por
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MM/GBSA entre réplicas de dindmica molecular podem ser atribuidas a uma série
de fatores, incluindo a natureza estocastica das simulagdes, cujas trajetorias podem
variar devido as condi¢des iniciais e as forcas aleatérias que atuam no sistema
(Frenkel; Smit; Ratner, 1997). Essa variabilidade pode resultar em diferentes
estados conformacionais dos complexos entre réplicas, afetando os valores de
energia livre de ligacédo calculados conforme observado na analise de Salih (2022).

Portanto, considerando o mecanismo de inibicdo proposto para o
Brontictuzumabe, pode-se inferir, com base em dados tedricos, que o scFv com
peptideo ligante de 12 aminoacidos € aquele que mais se aproximaria dos efeitos
inibitérios proporcionados pelo anticorpo. O linker de 12 residuos garante a
expressao de um fragmento monomérico funcional que, pela formagdo de uma
ligagdo de hidrogénio estavel com Leu1710, consegue reduzir a acessibilidade de
S2 a valores inferiores aos encontrados no complexo com o Fv de BRON.

Essa interagdo, associada ao AGeing, indica que esse scFv € um
fragmento promissor para aplicagdo terapéutica em construgbes mono ou
biespecificas, ou até mesmo para fins diagndsticos. Além disso, esses resultados
sugerem que um peptideo ligante de 12 aminoacidos poderia ser utilizado no
desenho de scFvs baseados nas estruturas desenvolvidas a partir do
Brontictuzumabe, como as sugeridas neste trabalho.

De forma global, os anticorpos otimizados e fragmentos de anticorpo
propostos constituem bases para novos estudos de maturagao de afinidade in silico
e in vitro, e podem representar um avango no desenvolvimento de antagonistas de
Notch1. As metodologias computacionais aplicadas, de forma integrada,
representam uma pipeline promissora para a compreensao do mecanismo
molecular de inibigdo de um biofarmacéutico, como o Brontictzumabe, bem como
para aplicagao no desenho de biobetters.

Nao obstante, técnicas recentes baseadas em modelos de linguagem
especificos para anticorpos e difusdo de proteinas podem ser adicionadas a esse
fluxo de trabalho, de forma a obter otimizagdes mais significativas da afinidade
(Peng et al., 2023; Luo et al., 2022). Vale ressaltar que muitos dos modelos obtidos
através de tais metodologias, que fazem uso de aprendizado profundo, ainda
precisam ser validados experimentalmente. Além disso, o uso dessas ainda &, por
vezes, limitado pelos conjuntos de dados utilizados em seu treinamento, que podem

variar em qualidade ou serem especificos a um estudo em questao, levando a uma



127

alta taxa de falha quando utilizado em outras aplicagées (Bennet et al., 2024;
Bennett et al., 2023).

Em contrapartida, estudos envolvendo enxerto e otimizacdo de CDRs
que integram avaliagbes conformacionais encontraram sucesso na maturagao de
afinidade de anticorpos, especialmente em aplicacdes recentes contra a proteina
Spike de SARS-CoV-2 (Boorla et al., 2022; Yang at al., 2023; Ferraz et al., 2024).
Dessa forma, o desenho de medicamentos baseado em estrutura aplicado a
anticorpos tem demonstrado eficacia na selecao precisa de painéis de variantes
com afinidade otimizada (Cannon et al., 2019).

A proposicao de novas terapias que tenham como alvo Notch1 tem
repercussdes em diferentes tipos de cancer. Destaca-se o seu impacto sobre os
pacientes com leucemia linfoblastica aguda de células T, uma neoplasia agressiva,
que incide principalmente em criangas e adolescentes (Lima, 2015). Nessa
malignidade, cerca de metade dos pacientes sao carreadores de mutagées em NRR
que diminuem a protecao contra clivagem proteolitica independente de ligante em
S2 (Weng et al., 2004). O uso de derivados do Brontictuzumabe direcionados a NRR
constitui, portanto, uma opc¢ao de terapia-alvo promissora ndo apenas para esse
subtipo cancerigeno, mas para diversas outras malignidades que envolvem

alteracdes na via de Notch (Cordo et al., 2021; Ferrarotto et al., 2018).
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho, metodologias computacionais foram aplicadas para
explorar e otimizar a interacdo do Brontictuzumabe com seu alvo, o dominio
regulatério negativo de Notch1, visando o desenvolvimento de novos candidatos
terapéuticos. A investigacao permitiu identificar os principais determinantes estruturais
e energéticos dessa interagdo, além de estabelecer estratégias para aprimorar sua
afinidade e estabilidade.

O Fv do anticorpo foi modelado e utilizado em um ensaio validado de
docking para elucidar as interagdes moleculares do complexo Brontictuzumabe-NRR.
Simulagcbes com aquecimento e simulagdes convencionais estendidas demonstraram
que o modo de interagao anticorpo-antigeno proposto é estavel. A analise energética
e estrutural sugeriu um possivel mecanismo inibitério de Notch1 por BRON baseado
no impedimento estérico do acesso da protease ADAM a S2 (Leu1710-Gly1711). Esse
sitio de clivagem, localizado na cavidade entre os dominios LNR e HD, é o principal
alvo da CDR-H2 do anticorpo, que contribui significativamente para a energia de
interagcdo. A avaliagdo conformacional indicou que o anticorpo modula NRR através
de um mecanismo misto, combinando sele¢ao conformacional e ajuste induzido.

As conformagbes predominantes do complexo foram identificadas,
servindo de base para a otimizagao racional do anticorpo. A aplicacao das técnicas de
mutagénese de saturacdo, enxerto de CDRs, dobramento inverso e modelos de
linguagem resultou em um conjunto de 10.072 mutantes. A mutagénese revelou hot-
spots nos residuos Thr28, Thr74, Gly101 e Gly104 de Vu, além de Gly52 de V..
Modificagdes em tais posi¢cdes estdo associadas a reducdo da energia de interagao.
Considerando a baixa contribui¢do da cadeia leve para interface, o enxerto de CDRs
foi empregado na otimizagao do paratopo. O desenho AbSeldon R3 destacou-se por
apresentar interagbes adicionais partindo das CDRs L1 e L3, estabilidade em
simulacdes prolongadas e valores de AGping € acessibilidade ao sitio S2 comparaveis
ao anticorpo nativo, sendo considerado um candidato de biobetter promissor.

Em trabalhos futuros, a validacdo desse modelo deve incluir novas
avaliagdes in silico, além de testes enzimaticos e celulares. Ensaios como o Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) permitirdo a analise qualitativa e quantitativa
da interacdo com o antigeno, enquanto experimentos celulares poderdao avaliar

diretamente o impacto da inibicdo de Notch1 sobre a proliferagcédo e metabolismo de
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linhagens de células tumorais. Dentre estas, destacam-se CCRF-CEM e JM/JURKAT
no estudo da Leucemia Linfocitica Aguda de Células T, que frequentemente apresenta
mutacoes ativadoras em NRR.

Além disso, foram desenvolvidos fragmentos de anticorpo baseados no
Brontictuzumabe. A analise de diferentes linkers apontou que o scFv com um peptideo
de 12 aminoacidos teve a maior estabilidade, mantendo um AGyind Semelhante ao
anticorpo nativo e interagindo com Leu1710. Esse formato é considerado adequado
para expressao de scFvs monoméricos funcionais, com a vantagem de permitir uma
producédo mais eficiente e escalonavel. Dessa forma, o fragmento tem potencial para
atuar em construgées mono ou biespecificas, além de atuar como carreador de
pequenas moléculas inibidoras, ampliando o hall de aplicagdes terapéuticas do

Brontictuzumabe.
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