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RESUMO

Obinutuzumab (GA101) € um anticorpo anti-CD20 tipo II que vem mostrando-se promissor
no tratamento de leucemia linfocitica cronica e linfomas nao-Hodgkin. O Obinutuzumab foi
co-cristalizado com um peptideo ciclico (ligante) de CD20 em 2010 e foi detectada no cristal
uma densidade eletronica na interface de interagdo, interpretada como um fon cloreto (Cédigo
PDB: 3pp4). O objetivo deste trabalho foi elucidar os efeitos do fon cloreto na interacao
antigeno-anticorpo, via Dindmica Molecular (DM), utilizando como modelo de anticorpo um
fragmento do tipo scFv. Os dados cristalogrédficos do Fab foram usados para a constru¢do do
scFv. Trés sistemas foram simulados por DM: scFv (SCFV); scFv e ligante (SCFV-L); scFv,
ligante e ion cloreto proveniente do cristal (SCFV-L-CL). O sistema contendo apenas o scFv foi
simulado por 200 ns, enquanto que os sistemas contendo o ligante foram simulados por 300 ns.
Andlises estruturais foram conduzidas por meio do cdlculo do RMSD das estruturas proteicas.
Posteriormente, foi calculado o Potencial de Interacao Intermolecular (PII) pelo programa gmx
energy do pacote GROMACS e por programas desenvolvidos pelo grupo. As andlises de RMSD
mostraram que o ligante passa por modificacdes estruturais distintas na presenca e na auséncia
do ion cloreto. Por meio da andlise de PII, foi possivel observar que na auséncia do ion, ha
interacdo do C-Terminal do ligante com o scFv e que isso ndo ocorre quando o cloreto esta
presente. O PII por residuo permitiu identificar quais residuos nas CDRs apresentam atracao
ou repulsdo ao ligante, sendo a CDR H2 a mais influenciada pela presenca do fon. A andlise de
Ligacao de Hidrogé€nio permitiu, com mais detalhes, estabelecer quais e quantas conexdes foram
estabelecidas entre scFv e ligante, na presenga ou auséncia do fon. Além disso, houve mais
ligacdes de hidrogénio entre scFv e ligante na presenca do ion (5.70) do que na sua auséncia
(3.44). Independentemente da presenca do ion, a maior parte das ligacdes de hidrogénio (LHs)
entre scFv e ligante ocorre entre o backbone do ligante e as cadeias laterais dos residuos do scFv.
Em conclusdo, a presenca do ion realca a interacdo entre a CDR H2 e o epitopo e provoca maior
nimero de LHs entre scFv e ligante, ressaltando a possibilidade de o ion ter papel central na

afinidade e especificidade na interacdo do Obinutuzumab com o peptideo ciclico.

Palavras-chave: Obinutuzumab. scFv. Dinamica Molecular. Interacio Anticorpo-Antigeno.



ABSTRACT

Obinutuzumab is a type II anti-CD20 antibody, which has been shown to be promising in the
treatment of chronic lymphocytic leukemia and Non-Hodgkin lymphomas. Obinutuzumab was
co-crystallized with a cyclic peptide (ligand) of CD20 in 2010 and an electron density was
detected at the interface of interaction, which was interpreted as a chloride ion (PDB code:
3pp4). This work aimed to elucidate the effects of the chloride ion in the antibody-antigen
interaction, through Molecular Dynamics (MD) simulations, using a scFv as antibody model.
Three systems were simulated using MD: scFv (SCFV); scFv and ligand (SCFV-L); scFv, ligand
and chloride ion (SCFV-L-CL). The SCFV system was simulated for 200 ns, whereas the systems
containing the ligand were simulated for 300 ns. Structural analysis were conducted through
RMSD calculations of the protein structures. After, the intermolecular interaction potential (1IP)
was calculated using the gmx energy tool of the GROMACS package and softwares developed
by the group. The RMSD analysis has shown distinct structural modifications in the presence
or absence of the ion. From the IIP analysis, it was possible to observe that, in the absence of
the chloride ion, there is interaction between the C-Terminal of the ligand and the scFv and this
behaviour is not observed in the presence of the ion. The IIP of each residue revealed which
CDR residues were attractive or repulsive towards the ligand, with the CDR H2 being the most
affected by the ion presence. The hydrogen bond (HB) analysis enabled the observation of which
and how many connections were established between the scFv and the ligand, in the presence
or absence of the ion. Furthermore, a higher number of hydrogen bonds between the scFv and
the ligand was observed in the presence of the ion (5.70) than in its absence (3.44). Regardless
the presence of the ion, most hydrogen bonds occurred between the ligand backbone and the
side chains of the scFv residues. In conclusion, the ion presence emphasized the interaction
between the CDR H2 and the epitope and caused a higher number of hydrogen bonds between
the scFv and the ligand, highlighting the possibility of the ion having a major role in the affinity

and specificity of the Obinutuzumab-Ligand interaction.

Keywords: Obinutuzumab. scFv. Molecular Dynamics. Antibody-Antigen Interaction.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leucemia Linfocitica Cronica e linfoma Nao-Hodgkin

A palavra cancer € usada para caracterizar varios tipos de doencas que possuem
como caracteristica em comum a rapida multiplicacao das células de maneira desordenada. A
maioria dessas doencgas estd envolvida com a formagdo de um nédulo de células que cresce
descontroladamente, comumente chamado de tumor. No entanto, existem alguns tipos de
canceres em que ndo ha aparecimento de tumores, como a leucemia.

Leucemia € um tipo de cancer que comeca em células da medula 6ssea. Quando uma
célula da medula sofre uma alteragdo e passa a ser uma célula leucé€mica, esta podera gerar um
novo pool de células igualmente leucémicas que se multiplicam descontroladamente e podem
sobreviver por periodos maiores do que as células normais. Com o avango desse novo pool de
células leucémicas, elas podem suprimir o desenvolvimento das células normais, o que acarreta
na perda de funcdo das mesmas (LEUKEMIA AND LYMPHOMA SOCIETY, 2018).

Leucemia linfocitica e linfoma sdo neoplasias malignas que comprometem o desen-
volvimento normal e a funcao dos linfécitos. A leucemia linfocitica cronica (CLL) € caracterizada
pelo acumulo progressivo de linfécitos nao-funcionais no sangue, medula 6ssea, linfonodos e
baco. O tratamento mais adequado depende do avanco da doencga e de condicdes especificas
de cada paciente. A terapia padrdo, para pacientes fisicamente aptos, consiste em uma com-
binagao de fludarabina, ciclofosfamida e Rituximab (HALLEK et al., 2010; HALLEK, 2017;
THOMPSON et al., 2017). Para pacientes ndo aptos a esse tratamento, hd duas op¢des comuns:
clorambucil combinado a um anticorpo anti-CD20 ou uma terapia continua com ibrutinibe (HAL-
LEK, 2017). Geralmente, os tratamentos mais bem sucedidos da LCC envolvem a combinagao de
diferentes agentes. Quando essa combinacdo envolve um anticorpo € um agente quimioterapico,
o tratamento é chamado quimioimunoterdpico.

O termo linfoma abrange um grupo maior de malignidades que surgem principal-
mente em linfocitos T maduros e células B. A maioria dos linfomas ocorre nos ganglios linféticos.
Eles podem ser caracterizados como linfoma ndao-Hodgkin (NHL) ou linfoma Hodgkin (HL),
sendo o primeiro o tipo mais comum (LYMPHOMA RESEARCH FOUNDATION, 2018). Assim
como na leucemia linfocitica cronica, o uso de anticorpos monoclonais sozinhos ou combinados
a outros agentes também é comum nas terapias para linfoma ndo-Hodgkin (KARMALI et al.,

2018; OERS et al., 2006). Uma combinacdo comum € o uso do anticorpo Rituximab associado a
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ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina e prednisona, constantemente chamado de R-CHOP
(FEUGIER et al., 2005; HABERMANN et al., 2006). Estudos de LNH com marcadores celu-
lares classicos demonstraram que 80% desses tumores € mais de 95% das células de leucemia

linfocitica cronica sdo da linhagem de célula B (MANN et al., 1979).

1.2 Caracterizaciao do CD20

A proteina integral Cluster of Differentiation 20 (CD20), identificada pela primeira
vez em 1973 (STASHENKQO et al., 1973), possui quatro hélices transmembranares, dois loops
extracelulares e terminagdes (carboxilica e aminica) citoplasmadticas (Figura 1). O primeiro loop
se localiza entre as hélices 1 e 2 e € composto por uma sequéncia de residuos de aminoacido
relativamente curta, estando bem préximo da regido da membrana. O segundo loop se localiza
entre as hélices 3 e 4 e possui aproximadamente 46 residuos de aminodcido de comprimento
(residuo 140 a 185) e apresenta uma ponte dissulfeto entre os residuos Cys167 e Cys183
(ERNST et al., 2005). Supde-se que a auséncia dessa ligacao S-S seja capaz de desestabilizar
completamente a estrutura do CD20 (KLEIN ef al., 2013). Ao ser expresso, acredita-se que as
moléculas de CD20 humana e murina residam na membrana plasmadtica na forma de multimeros
(CRAGG; GLENNIE, 2004).

O CD20 € expresso em células pré-B, permanecendo durante o desenvolvimento
dessas células até a maturagdo, mas ndo € expresso na célula tronco hematopoiética, células
pré-B ou células do plasma (STASHENKO et al., 1973; TEDDER; ENGEL, 1994). O fato de
ele ndo estar presente em células tronco hematopoiéticas é determinante, pois garante que essas
células ndo sofram a acdo de anticorpos anti-CD20, o que comprometeria o desenvolvimento
de todas as linhagens derivadas dessas células. Ja é estabelecido que o CD20 estd presente na
maioria das células B, sendo elas malignas ou ndo (STASHENKO et al., 1973; NADLER et al.,
1981).

Nadler e colaboradores (NADLER et al., 1981) conduziram pesquisas envolvendo um
anticorpo monoclonal especifico para o CD20, visando caracterizar células malignas provenientes
de pacientes com linfomas ou leucemia linfocitica cronica. Todas as células tumorais dos
pacientes expressavam o antigeno CD20. Por ser consideravelmente expresso em células B
malignas, ele é um alvo ideal para estratégias imunoterdpicas de tratamento de malignidades
nessas células (BEERS et al., 2010).

A funcio fisiolégica do antigeno CD20 para célula ndo esta bem estabelecida. No
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Figura 1 — Modelo de CD20 proposto por Ernst e colaboradores.
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entanto, ja foi proposto que ele atue como um canal de cdlcio. Bubien e colaboradores mostraram
um aumento nos niveis de cdlcio no citosol apods realizar a transfeccao do CD20 para células

(BUBIEN et al., 1993).

1.3 Anticorpos

Anticorpos sdo moléculas de natureza proteica pertencentes a familia das imuno-
globulinas. Sao sintetizados exclusivamente por linfécitos B e possuem um importante papel
na defesa do organismo, sendo os principais mediadores da imunidade humoral. Eles podem
existir de duas formas: ligados a membrana dos linfécitos B, onde atuam como receptores de
antigenos, ou secretados por células B presentes na circulacao, tecidos e mucosas, onde podem
neutralizar toxinas, ativar o sistema complemento e promover citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpos (ADCC).

Todos os anticorpos se assemelham no que se refere as suas caracteristicas estrutu-
rais bésicas (Figura 2), mas sdo extremamente diferentes nas regides de ligacdo ao antigeno,
garantindo variabilidade de reconhecimento. Uma molécula de anticorpo apresenta uma estru-

tura simétrica, composta por duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas idénticas. As
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Figura 2 — Modelo de uma estrutura bésica de anticorpo secretado.
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Figura 3 — Representacdo de dominio Vg ou VL descrevendo a organizac¢do das Regides Deter-
minantes de Complementariedade estabilizadas por folhas (3.
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Fonte: Abbas et al. (2015).

cadeias leves e pesadas sdo conectadas por pontes dissulfeto. Essas cadeias possuem regides
de aproximadamente 110 residuos de aminodcidos que se dobram de forma globular chamados

dominios Ig. Cada dominio Ig apresenta duas camadas de 1aminas 3-pregueadas, sendo cada
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uma delas composta por trés a cinco fitas de cadeias polipeptidicas antiparalelas (Figura 3). As
fitas de cada 1amina 3 sdo conectadas por alcas curtas e as laminas sdo conectadas por pontes
dissulfeto.

Cada cadeia leve contém uma regido aminoterminal que possui um dominio Ig
varidvel (V1) e uma regido carboxiterminal que possui um dominio Ig constante (Cr). Cada
cadeia pesada possui uma regido aminoterminal com um dominio Ig varidvel (Vyg) e 3 ou 4
regides contendo dominios Ig constantes (Cy, Cyp, Cys, Chs). As cadeias leves e pesadas sdo
conectadas por pontes dissulfeto e possuem uma regido flexivel chamada de dobradiga, a qual
estd relacionada com a flexibilidade do anticorpo (ABBAS et al., 2015).

Nas regides varidveis das cadeias leves e pesadas, existem regidoes de maior diversi-
dade chamadas de regides hipervaridveis ou regides de determinacao de complementariedade
(CDR). Os residuos de aminoécidos dessas regides se projetam em formato de algas que co-
nectam as folhas 3 do dominio Ig. As trés regides hipervaridveis presentes em Vg (H1, H2 e
H3) e as trés presentes em Vi, (L1, L2 e L3) formam uma superficie complementar a forma

tridimensional do antigeno.

1.4 Anticorpos Anti-CD20 de Tipo I e Tipo II

Os anticorpos anti-CD20 podem ser classificados como de tipo I (ex. Rituximab,
Ofatumumab) ou tipo II (ex. Obinutuzumab, Tositumomab) de acordo com seu modo de
orientacdo ao interagir com o CD20 e com os mecanismos de morte celular desencadeados por
essa interacdo (CRAGG; GLENNIE, 2004; CRAGG et al., 2003; KLEIN et al., 2013).

O receptor FcyRIIb esta presente em céulas B e sua principal funcio nessa célula é
inibir sinais de ativagdo. Esse processo de inibi¢dao € desencadeado pela interagdo de FcyRIIb
com ativadores de FcyRs presentes na porcao Fc de anticorpos ou pela ligagdo de imunocom-
plexos ao B Cell Receptor (BCR)), o que resulta na fosforilacdo dos dominios Immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) presentes na porcao citoplasmética de FcyRIIb (SMITH;
CLATWORTHY, 2014). Acredita-se que para que o processo de fosforilacdo ocorra, seja neces-
sario o acesso de FcyRIIb a balsas lipidicas (rafts), onde ocorrem a ativagdo dos FcyR (AMAN
et al., 2001; GUPTA; DEFRANCO, 2007).

Lim e colaboradores (LIM et al., 2011) demonstraram que a presenca do receptor
FcyRIIb esta fortemente relacionada com a internalizacdo do complexo CD20:Rituximab, o qual

€ um anticorpo anti-CD20 tipo I. Nesse trabalho, demonstrou-se que a internalizagdo resultava
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em uma menor taxa de fagocitose por macréfagos em células-alvo revestidas por anticorpos
monoclonais em sua superficie. Além disso, foram feitos experimentos de transfec¢do do
FcyRIIb para células de Ramos FcyRIIb-negativas e observou-se uma taxa de internalizacdo
crescente do Rituximab dependente da dose de FcyRIIb transfectado. Os autores hipotetizaram
que a taxa de internalizacdo desse complexo varia para cada tipo de tumor e doenca devido aos
diferentes padrdes de expressdo do receptor FcyRIIb em cada célula cancerosa.

No trabalho conduzido por Beers e colaboradores (BEERS et al., 2010), injetou-se
células B em camundongos deficientes de FcyR. A auséncia desses receptores nos camundongos
impedia a delecao das células B injetadas. Os animais foram submetidos a tratamentos com
anticorpos anti-CD20 do tipo I (Rituximab) e II (Tositumomab) e, posteriormente, verificou-se
a presenca do CD20 na superficie dessas células por citometria de fluxo. O tratamento com
mAbs do tipo I por 16h provocou uma reducio de aproximadamente 80% a 90% nos niveis
de CD20 presentes na superficie das células B. Contudo, no tratatamento com Tositumomab,
um anti-CD20 de tipo II, a deteccao do CD20 foi inalterada comparada com o grupo controle.
Os autores também demostraram que essa modulacao do CD20 causada pelos mAbs de tipo [
prejudica o interagdo do anticorpo com células efetoras FcR-dependentes, reduzindo a eficicia
do mAb em depletar as células B.

Acredita-se que um dos fatores que contribua para que os anticorpos de anti-CD20
tipo II sofram menos ou nao sofram internalizacdo seja a diferente orientacdo com a qual os
anticorpos tipo II se ligam ao CD20. Os anticorpos Rituximab (tipo I) e 0 Obinutuzumab (tipo II)
possuem epitopos que se sobrepdem, ou seja, seus epitopos compartilham residuos na molécula
de CD20 (Figura 4). No entanto, o Obinutuzumab interage com o CD20 num angulo 30° mais
amplo do que o Rituximab (NIEDERFELLNER et al., 2013). Dessa forma, o diferente arranjo
espacial dos anticorpos tipo Il na interacdo com o CD20 pode evitar a interagdo com FcyRIIb e
impedir a internalizacdo do antigeno e do mAb (Figura 5).

Sabe-se que os anticorpos anti-CD20 de tipo II sdo menos eficientes em provocar
citotoxicidade dependente do complemento (CDC), no entanto, sdo mais eficientes na indugao
de ADCC e morte celular direta (CRAGG; GLENNIE, 2004; MOSSNER et al., 2010). Devido
aos diferentes mecanismos de morte celular mediados por anticorpos anti-CD20 do tipo I e II
e ao fato de que os anticorpos tipo I sofrem consideravel internalizacdo, os anticorpos tipo II
sdo promissores para o tratamento de pacientes com malignidades de células B, principalmente

aqueles refratdrios ao tratamento com Rituximab.
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Figura 4 — Esquema de CD20 destacando as duas al¢as no lado externo da membrana e os
epitopos dos anticorpos tipo I, Rituximab e Ofatumumab, e do anticorpo tipo II,
Obinutuzumab.

Rituximab/ 2H7
epitope GA101
., epitope

Ofatumumab A
epitope

Fonte: Adaptado de Klein et al. (2013)

Figura 5 — Esquema hipotético representando diferencas da interagcdo entre CD20 e anticorpos
anti-CD20 de tipo I ou II.
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1.5 Caracterizacdo do Obinutuzumab

GA101 € um mAb humanizado anti-CD20 de isétipo IgG1 de aproximadamente

146 kDa, desenvolvido visando prover tratamentos mais eficientes contra doengas envolvendo
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malignidades de células B, como a leucemia linfocitica cronica e os linfomas ndao-Hodgkin
(NIEDERFELLNER et al., 2013). O Obinutuzumab foi desenvolvido pela empresa GlycArt
Biotechnology, que passou a se chamar Roche Glycart AG apds ser adquirida pelo grupo Roche.
O biofarmaco foi patenteado com o nome comercial Gazyva®) nos Estados Unidos e Gazyvaro®)
na Europa (CAMERON; MCCORMACK, 2014). E um anticorpo glicoengenheirado em sua
porc¢do Fc para otimizar sua ligacdo a variantes de baixa e alta afinidade ao receptor Fcyllla e,
consequentemente, melhorar a eficiéncia de ADCC e fagocitose celular dependente de anticorpos

(ADCP) (Figura 6) (GOEDE et al., 2015; MOSSNER et al., 2010; GOLAY et al., 2013).

Figura 6 — Representagdo do anticorpo anti-CD20 Obinutuzumab interagindo com o CD20 e
com células efetoras.
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Fonte: Adaptada de Tobinai et al. (2016).

A maior eficicia do GA101 em promover ADCC e morte celular direta foi compro-

vada em modelos in vitro e in vivo em diversos trabalhos (GOLAY et al., 2013; AWASTHI et
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al., 2015; TOBINAI et al., 2016; HERTER et al., 2013). O Obinutuzumab se mostrou superior
ao Rituximab na indu¢do de morte celular direta e ADCC em células de linfoma de Burkitt
(um tipo de NHL) resistentes (Raji-4RH) e ndo resistentes (Raji) ao Rituximab (AWASTHI et
al., 2015). Além disso, células Raji-4RH e Raji foram xenoenxertadas em camundongos que
foram posteriormente tratados com Rituximab ou Obinutuzumab, sendo o segundo mAb o mais
eficiente em aumentar o tempo de sobrevida total dos camundongos. Além disso, ressalta-se que
a morte celular direta provocada pelo GA101 ocorre por vias ndo apoptéticas (HONEYCHURCH
et al., 2011; IVANOV et al., 2009).

Quando comparado aos anticorpos anti-CD20 de tipo I, o Obinutuzumab é menos
eficiente em promover CDC (GOEDE et al., 2015; KLEIN et al., 2013). Isso ocorre pela
geometria diferenciada de ligacdo ao CD20 e pela auséncia da formacgdo de balsas lipidicas,
caracteristicas dos anticorpos anti-CD20 de tipo I1 (WANG; WEINER, 2008; NIEDERFELLNER
etal., 2013).

O Obinutuzumab foi aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (AN-
VISA) para o tratamento de leucemia linfocitica cronica devido aos resultados do estudo CLL 11,
o qual avaliou a eficdcia dos tratamentos quimioimunoterapicos Obinutuzumab + Clorambucil
(G-Clb), Rituximab + Clorambucil (R-Clb) e Clorambucil (Clb) sem anticorpos. O tratamento
G-ClIb apresentou superioridade em relagao ao R-Clb no que se refere ao tempo de sobrevida
livre de progressao da doenca. Além disso, o tratamento com G-Clb resultou em maior sobrevida
global quando comparado ao tratamento com clorambucil sozinho (HOFFMAN-LA ROCHE,
2017).

O tratamento quimioimunoterdpico Obinutuzumab + Clorambucil foi aprovado nos
Estados Unidos em 2013 e na Europa em 2014 para pacientes adultos com CLL comérbidos e
ndo tratados previamente, ou seja, pacientes ndo aptos a receber a dose completa do tratamento
com fludarabina (GOEDE et al., 2015). O Obinutuzumab foi aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para tratamento de leucemia linfocitica cronica em 2013 (SACHDEVA;
DHINGRA, 2015; LEE et al., 2014) e linfoma folicular em 2016 (HOFFMAN-LA ROCHE,
2018a).

Até o presente momento, testes clinicos com o Obinutuzumab ainda estdo sendo
conduzidos. O estudo de fase III intitulado “A Safety And Efficacy Study of Obinutuzumab Alone
or in Combination With Chemotherapy in Participant With Chronic Lymphocytic Leukemia”,

conduzido pela empresa Hoffmann-La Roche, envolve 979 pacientes e tem previsdo de término
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para outubro de 2018 (HOFFMAN-LA ROCHE, 2018b). Atualmente, estima-se que hd mais de
trinta ensaios clinicos ativos envolvendo o Obinutuzumab (NATIONAL CANCER INSTITUTE,
2018).

Figura 7 — Fab do anticorpo Obinutuzumab co-cristalizado com peptideo ciclico da alca maior

do CD20. Dominios da cadeia pesada em verde, dominios da cadeia leve em ciano,
peptideo ciclico em roxo e fon cloreto em amarelo.

Ligante

CHi

Fonte: O autor.

A estrutura do Fab do anticorpo Obinutuzumab foi co-cristalizada com um peptideo
ciclico (ligante) de CD20 (Figura 7) por cristalografia de raios X por Niederfellner e colabora-
dores (NIEDERFELLNER et al., 2013) (c6digo PDB: 3pp4). Esse peptideo é composto por
residuos da al¢ca maior do CD20, incluindo a regido do epitopo de GA101. Na interface de
interacdo entre o Fab e o ligante, foi detectada uma densidade eletrdnica, interpretada como um

ion cloreto.

1.6 Fragmento Variavel de Cadeia Unica

O Fragmento Varidvel de Cadeia Unica (scFv) é o menor fragmento de anticorpo
que preserva as regides hipervaridveis responsaveis pelo reconhecimento do antigeno. O scFv
(Figura 8) consiste nas regides variaveis da cadeia leve (V1) e pesada (Vg), unidas por um linker

polipeptidico flexivel (AHMAD et al., 2012). Duas caracteristicas do linker sdo criticas para
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que o dobramento da cadeia polipeptidica seja adequado e mantenha a afinidade e especificidade

pelo antigeno: a quantidade de residuos de aminodcidos e o tipo desses residuos.
Figura 8 — Representacdo esquematica de fragmento de anticorpo scFv.
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Fonte: Adaptada de Ahmad et al. (2012).

Previamente, foi estimado que o linker deve garantir uma distancia de aproximada-
mente 3.5 nm entre a por¢ao carboxiterminal de um dominio varidvel e a por¢ao aminoterminal
do outro dominio, sem afetar o folding dos dominios e permitindo a formacao de um sitio intacto
de ligacdo ao antigeno (HUSTON et al., 1991). A sequéncia de residuos de aminodcidos do
linker deve conter residuos hidrofilicos para evitar a interferéncia do peptideo dentro ou entre os
dominios varidveis durante o dobramento da proteina (ARGOS, 1990). Os linkers mais usados
atualmente sdo compostos por glicinas e serinas, visando aumentar a flexibilidade. Alguns
linkers também possuem residuos carregados como glutamato e lisina, visando o aumento da

solubilidade (WHITLOW et al., 1993).

1.7 Simulac¢io de Dindmica Molecular

Simulacdo de Dinamica Molecular (DM) € uma técnica computacional que se baseia
na integracdo das equacgdes de Newton, ao longo do tempo, para descrever 0 movimento de
atomos. A DM ¢€ uma ferramenta amplamente utilizada no estudo de interacdes entre biomo-
léculas, por exemplo, a interacao antigeno-anticorpo. Essa técnica permite a observagdo das
modificagdes estruturais e energéticas que ocorrem durante o processo de interagdo a nivel
atomistico-molecular e, consequentemente, permite o estudo dos movimentos moleculares em

detalhes.
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Na Dindmica Molecular, as moléculas sdo abordadas como um conjunto de d&tomos
que se mantém unidos por forgas eldsticas ou harmdnicas (ADCOCK; MCCAMMON, 2006).
Para calcular a energia potencial total (V'), ou seja, o conjunto dos potenciais de interacio entre
0s dtomos, a partir da estrutura tridimensional das moléculas, € utilizado um campo de for¢a,
que € uma funcao de energia potencial (Equacdo 1.1). O campo de forca traz os parametros que
modelam as moléculas, com base em informac¢des de distancia, angulos, cargas e parametros de
interacdes interatdmicas de curto e longo alcance, respectivamente, interacdes de van der Waals

e Coulomb (VANOMMESLAEGHEN et al., 2015).

VIE) =Y Vie+ Y Vang+ Y Waw + Y Veree (1.1)

A equacdo 1.1 descreve a funcéo de energia potencial. V(7) representa a energia
potencial total em fung¢@o da posi¢do () dos dtomos. Vj;, € a energia de estiramento da ligagdo
em relacdo a seu valor de equilibrio, Ve € a energia de deformagao do angulo de ligagdo em
relacdo ao seu valor de equilibrio, Vy 4w representa o potencial das interacdes de van der Waals e

V.1ec TEPrEsenta os potenciais eletrostaticos de atragdo ou repulsdo entre duas cargas.
12 6
(7] O;;
Waw = 4&; (—) - (—) (1.2)
ri j ri j

Velec = dme,ery (1.3)

As interagdes de van der Waals, de curto alcance, sdo descritas pelo Potencial

de Lennard-Jones (Equagdo 1.2). Nessa equacdo, i e j representam atomos para os quais as
interagOes estdo sendo calculadas, &;; € a profundidade do potencial entre a barreira atrativa
e a repulsiva, 0;; € a distancia finita na qual o potencial interparticula € zero e r € a distancia
entre as particulas. As interacdes eletrostdticas, de longo alcance, sdo descritas pelo Potencial de
Coulomb (Equagido 1.3), em que g; € g; correspondem a magnitude das cargas pontuais de cada
atomo, r;; representa a distancia entre as cargas, €, € a permissividade do espago livre € €, € a

constante dielétrica relativa do meio (ABRAHAM et al., 2011).

oV

F=———
' 8r,-

(1.4)
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Obtendo-se o valor da energia potencial, € possivel encontrar as for¢as que atuam
sobre cada 4dtomo i, calculando-se a derivada da energia potencial (V'), em relacdo a posicao
(r) de cada atomo (Equacdo 1.4). Ao obtermos essas forcas que atuam sobre cada dtomo,
utiliza-se o principio fundamental da dindmica (Segunda Lei de Newton) para obter os valores
de aceleracdao (Equacdo 1.5) (ABRAHAM et al., 2011). Nessas equacoes, F; € a for¢ca que
atua sobre cada 4tomo do sistema em um instante de tempo 7, a; € a acelaragdao do atomo i de
massa m;. Para integrar as equacdes de movimento, utiliza-se um algoritmo como o Leap-Frog
(HOCKNEY et al., 1974). Dessa forma, obtém-se as posi¢des dos dtomos ao longo do tempo e,
consequentemente, as trajetdrias desses atomos.

Por considerar detalhes atomisticos das estruturas das moléculas, a dindmica molecu-
lar € uma técnica que considera a flexibilidade e os movimentos moleculares ao longo do tempo,
sendo capaz de acessar caracteristicas estruturais e funcionais que ndao poderiam ser observadas

por técnicas tradicionais como cristalografia e ressonancia magnética nuclear.

1.8 Justificativa

As maiores dificuldades no tratamento de leucemia linfocitica cronica e linfomas
nao-Hodgkin sdo que grande parte dos pacientes passam a ter recaidas na doenca ou tornam-se
refratérios, ou seja, passam a nao responder ao tratamento (CHAO, 2013). O uso do Rituximab
revolucionou o tratamento dessas doencas. No entanto, a preocupagcdo com a quantidade de
pacientes que tornam-se ndo-responsivos ao tratamento com Rituximab € crescente.

Nesse contexto, surge a necessidade do desenvolvimento de novos anticorpos que
possuam alta afinidade e especificidade pelo CD20. O Obinutuzumab, por ser um anticorpo
anti-CD20 de tipo II, é considerado muito promissor no tratamento de pacientes refratarios ao
Rituximab, pois os mesmos possuem diferentes mecanismos de acdo e interagem de formas
distintas com a molécula de CD20 (NIEDERFELLNER et al., 2013).

Niederfellner e colaboradores determinaram a constante de dissociacdo (Kd) dos
anticorpos Obinutuzumab e Rituximab, com o peptideo ciclico de CD20, utilizando calorimetria
isotérmica (NIEDERFELLNER et al., 2013). Essas constantes foram calculadas em diferentes

temperaturas para o Obinutuzumab e os valores de Kd obtidos foram 2 M a 15°C,7M a 25°Ce
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28 M a 37°C. Para o Rituximab, uma menor afinidade foi constatada, sendo possivel calcular o
Kd apenas a 15°C (27,7 M).

Pelo fato de o Obinutuzumab ter maior afinidade pelo peptideo ciclico de CD20 e se
demonstrar superior ao Rituximab em ensaios clinicos e andlises in vitro e in vivo, ressalta-se a
importancia de estudar a interagdo Obinutuzumab-CD20. Entender os mecanismos envolvidos
nessa interacdo pode auxiliar no design de novos anticorpos monoclonais anti-CD20.

Diferente do Obinutuzumab, o Rituximab ndo apresenta um fon cloreto na interface
de interacao ao ser co-cristalizado com um peptideo ciclico de CD20 (DU et al., 2007). Até o
momento, nao foi esclarecido se esse ion esté relacionado com a afinidade e especificidade do
Obinutuzumab ou se ele se trata somente de um artefato decorrente ao processo de cristalizagao.
Logo, existe a necessidade de esclarecer o papel do ion na intera¢do scFv-peptideo ciclico.

A interacdo antigeno-anticorpo é um aspecto fundamental dos tratamentos imu-
noterdpicos anti-CD20. Dessa forma, faz-se necessdria uma compreensao detalhada, a nivel
atomistico-molecular, dessa interagdo. O estudo da influéncia do ion cloreto na interagao
entre Obinutuzumab e ligante pode fornecer informagdes valiosas para realcar a afinidade e
especificidade da interacdo antigeno-anticorpo.

O grupo de pesquisa da Fiocruz-CE vém analisando in vitro as proposi¢des realizadas
in silico. As técnicas in silico apresentam muitas vantagens no que se refere a economia de
tempo e reducdo de custos, pois fornece informacdes de determinantes estruturais para realcar
a afinidade e especificidade pelo antigeno. Entender os mecanismos que levam a essa maior
afinidade e especificidade é importante para proposi¢do de otimizagdo de outros anticorpos ou

mesmo do Obinutuzumab.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Construir fragmento scFv do anticorpo Obinutuzumab a partir de dados cristalografi-
cos do fragmento Fab desse mesmo anticorpo. Posteriormente, estudar a interagdo do scFv com

o peptideo ciclico de CD20 na auséncia e na presenca de um ion cloreto observado no cristal.

2.2 Objetivos Especificos

I. Construir o scFv do Obinutuzumab a partir de dados cristalograficos do Fab
(cédigo PDB: 3pp4).

II. Montar os sistemas contendo scFv em solu¢do aquosa; scFv e ligante em soluc¢do
aquosa e scFv, ligante e o fon cloreto proveniente do cristal e simular por DM.

III. Realizar andlises estruturais e energéticas a partir das trajetdrias obtidas pelas
simula¢des de DM de cada um dos sistemas.

IV. Comparar os comportamentos estruturais e energéticos do scFv e do ligante na

presenca e na auséncia do fon cloreto a fim de elucidar o papel do fon na interagdo.
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3 METODOLOGIA
3.1 Construcao do scFv do Obinutuzumab

A estrutura cristalografica do Fab (Figura 9) do Obinutuzumab foi obtida no Protein
Data Bank (PDB) (c6digo PDB: 3pp4). Nessa estrutura, foram selecionados os dominios
varidveis da cadeia pesada (Vp) e da cadeia leve (V1) (Tabela 1). A manipulacdo das cadeias foi
feita utilizando o programa SwissPDB Viewer (GUEX; PEITSCH, 1997). Utilizando o mesmo
software, construiu-se o linker polipeptidico (GGGGS)3 para unir o C-terminal de Vg até o
N-terminal de Vi, dessa maneira, construindo-se a estrutura do scFv. Antes da submissio a
simulacdo, os dngulos de Ramachandran foram analisados, utilizando-se também o SwissPDB
Viewer, para garantir que os residuos de aminodcidos do linker construido estavam em angulos
permitidos.
Figura 9 — Fab do Obinutuzumab co-cristalizado com peptideo ciclico (ligante) da maior alca

do CD20. fon cloreto em amarelo na interface de interacdo. Vg em vermelho, Vi em
azul. Vg e VL sdo as partes do Fab que compde o scFv.

Fonte: O autor.
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Tabela 1 — Sequéncia de residuos de aminodcidos de Vy, VL, linker e ligante. Os residuos de
Vu, VL e do linker estdo de acordo com a numeragdo da molécula de scFv. O ligante
€ numerado dos residuos 1 a 24, com a regido do epitopo do Obinutuzumab em azul.

Estrutura | Sequéncia

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFS
YSWINWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTDY
NGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDT
AVYYCARNVFDGYWLVYWGQGTLVTVSS

Linker (Residuos 120-134) ‘ GGGGSGGGGSGGGGS

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSKSLL
HSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLV
SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGV
YCAQNLELPYTFGGGTKVEIKRTV

Ligante (Residuos 1-24) ‘ IYNCEPANPSEKNSPSTQYCYSIQ

Vi (Residuos 1-119)

VL (Residuos 135-249)

Fonte: o autor.

3.2 Parametros de Dinamica Molecular

3.2.1 Minimizacdo de Energia e Termalizacdo

Os processos de minimizagdo de energia e termalizacdo foram realizados no pacote
Groningen Machine for Chemical Simulation (GROMACS) (BERENDSEN et al., 1995; HESS
et al., 2008; ABRAHAM et al., 2015; SPOEL et al., 2005; LINDAHL et al., 2001; PRONK
et al., 2013). Antes desses processos, todas as estruturas foram submetidas ao servidor H++
(ANANDAKRISHNAN et al., 2012; GORDON et al., 2005; MYERS et al., 2006) para verificar
a protonacgdo das histidinas. Os terminais de todas as proteinas foram determinados como
carregados.

Os sistemas foram submetidos a processos de minimizacao de energia para obtencao
de geometria otimizada, ou seja, os 4&tomos foram arranjados espacialmente de maneira que a
energia potencial do sistema fosse a menor possivel. O algoritmo utilizado na minimizacao foi o
steepest descent.

Posteriormente, os sistemas foram submetidos a processos de termaliza¢do. Foram
feitas trés etapas de termaliza¢do em ensemble candnico (NVT), no qual o nimero de dtomos €
mantido constante e volume da caixa e temperatura sao controlados e trés etapas em ensemble
isotérmico-isobdrico (NPT), no qual o nimero de dtomos é mantido constante, a pressdo e a
temperatura sao controladas. Para cada ensemble, o dt era 0,0005 ps na primeira termalizacao,

0,001 ps na segunda e 0,002 ps na terceira.
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3.2.2 Sistema contendo scFv em solu¢do aquosa

No sistema contendo apenas scFv em soluciao aquosa, a caixa de simulagdo utilizada
foi cubica com 9.1 nanometros (nm) de aresta. Foram adicionadas moléculas de d4gua no modelo
SPC (BERENDSEN et al., 1981) para solvatar o sistema e dois ions cloreto para manter o
sistema eletricamente neutro (esses ions nao sao mencionados nas andlises, apenas o fon cloreto
que foi detectado no cristal). Cada etapa de termalizacdo do sistema teve 10.000 passos. Apos a

minimizacao e termalizacdo, o scFv foi submetido a 200 ns de simulagdo de DM.

3.2.3 Sistema contendo scFv e ligante em solugdo aquosa

Para montar o sistema contendo scFv e ligante em solucdo aquosa, coletou-se a
estrutura do scFv ja minimizada e termalizada, mas ainda sem ter sido submetida a simulagdo de
DM, e essa estrutura foi sobreposta as cadeias Vg e Vi, do Fab, para que a posi¢do do scFv em

relacdo ao ligante fosse mantida, montando assim, o sistema contendo scFv e ligante.

Figura 10 — Representacio da caixa dodecaédrica contendo o scFv do Obinutuzumab e o ligante
envoltos por moléculas de dgua.

Fonte: O autor.
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A caixa utilizada foi um dodecaedro de aresta 10.5 nm (Figura 10). Optou-se por
utilizar a caixa nesse formato por este demandar menor nimero de moléculas de dgua para
solvatar o sistema e, consequentemente, menor custo computacional. Foram utilizadas moléculas
de 4gua no modelo SPC para solvatar a caixa e um fon cloreto para manter o sistema eletricamente
neutro (esse fon ndo € mencionado nas andlises, apenas o fon cloreto que foi detectado no cristal).
Depois disso, foram feitas etapas adicionais de termalizacdo, para garantir que as moléculas de
agua adicionadas se ajustassem no sistema. Cada etapa teve 5.000 passos. Foram realizadas trés
etapas de termalizacdo em NVT, em todas elas o scFv foi deixado congelado. Depois foram
realizadas trés etapas de termalizagdo em NPT, em todas elas, aplicou-se restraints a estrutura

do scFv.

3.2.4 Sistema contendo scFv, ligante e ion cloreto em solucdo aquosa

O sistema contendo scFv, ligante e {on cloreto em solu¢do aquosa foi montado da
mesma forma que o sistema contendo scFv e ligante, acrescentando o fon cloreto nas coordenadas
em que ele se encontrava na estrutura cristalogrifica. Esse sistema também foi submetido
as etapas de termalizagcdo para ajuste das moléculas de dgua, descritas no topico 3.2.3. A

representacio de cada um dos sistemas pode ser observada na Figura 11.

Figura 11 — Sistemas apds minimizacao de energia e termalizacdo, antes da simulacao de DM:
(A) sistema contendo scFv, (B) sistema contendo scFv e ligante e (C) sistema
contendo scFv, ligante e ion cloreto proveninete do cristal. Vg em vermelho, Vi, em
ciano, fon cloreto em amarelo e ligante em roxo.

(A)

Fonte: O autor.
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3.2.5 Dindmica Molecular

Os parametros utilizados na simulacdo foram os mesmos para todos os sistemas,
controle de temperatura: V-rescale (BUSSI et al., 2007), controle de pressdo: Berendsen
(BERENDSEN et al., 1984); integrador: md (leap-frog); raio de corte (rcut): 1,3 nm; campo
de forca: GROMOS53a6 (OOSTENBRINK et al., 2004), constraint algorithm: LINCS (HESS
et al., 2008; HESS et al., 1997). A simulagdo foi executada em NPT com pressdo (1 atm) e
temperatura (310 K) controladas. As corre¢des para interacdes eletrostaticas foram calculadas
utilizando o método PME (ESSMANN et al., 1995). As trajetdrias foram coletadas a cada 1000
passos.

Para o sistema contendo apenas o scFv em dgua, foram realizadas duas simulagdes
totalizando 100 milhdes de passos e dt de 0,002, totalizando 200 ns. Para os dois sistemas que
continham o ligante, foram feitas trés simulacdes com 150 milhdes de passos e dt de 0,002 ps,

totalizando 300 ns de simulacdo.

Tabela 2 — Caracteristicas dos sistemas submetidos a simulagdao de DM.

Sistema ‘ Componentes ‘ Moléculas de Agua ‘ Caixa ‘ Duracio da Simulagéo
SCFV | scFv | 23511 | Cibica | 200 ns
SCFV-L ‘ scFv e ligante ‘ 26102 ‘ Dodecaédrica ‘ 300 ns
SCFV-L-CL ‘ scFv, ligante e {on cloreto ‘ 26103 ‘ Dodecaédrica ‘ 300 ns

Fonte: o autor.

3.3 Avaliacao Estrutural e Energética

3.3.1 Root Mean Square Deviation

Antes de cada uma das anélises, os arquivos de trajetdria tiveram suas condigdes
periddicas de contorno tratadas com o programa gmx trjconv utilizando-se a flag "pbc mol".
Além disso, as proteinas presentes nas trajetorias também foram ajustadas sobre a estrutura de
referéncia (estrutura inicial) para melhor avaliacdo estrutural, utilizando-se o mesmo programa e
a flag "fit rot+trans".

Para realizar a avaliagado estrutural, o programa gmx rms do pacote GROMACS foi

utilizado. Esse programa calcula o RMSD ao longo do tempo, comparando as estruturas obtidas
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em cada intervalo de tempo de simulacdo com uma estrutura de referéncia.

1

13 ?
RMSD(Z‘],Q): MZmiH’l"i(l‘l)—Ti(Z‘2)||2 (3.1)
i=1

O calculo de RMSD ocorre em duas etapas. Primeiro, ocorre a sobreposi¢ao par a
par das estruturas e, posteriormente, € feito o cdlculo de desvio (Equacdo 3.1), onde M = i m;
e ri(t) é a posicdo do dtomo i no tempo . O RMSD médio e o desvio padrdo foram calcull:allos
a partir do momento em que as estruturas atingiram o equilibrio estrutural. Para realizacio
dos calculos, considerou-se apenas o desvio de posicdo dos carbonos alfa das proteinas, o que
simplifica o célculo, pelo fato dos 4tomos possuirem a mesma massa. Em todos os dados de

RMSD apresentados, a estrutura das proteinas minimizadas e termalizadas, antes da submissao a

simulacdo de DM, foi utilizada como referéncia para o calculo do RMSD.
3.3.2 Potencial de Interacdo Intermolecular

O programa do pacote GROMACS gmx energy foi utilizado para medir o Potencial de
Interacdo Intermolecular (PII) entre os componentes do sistema ao longo do tempo de simulacio.
O PII total foi calculado somando-se o potencial de Coulomb e o potencial de Lennard-Jones.
Para os dois sistemas contendo o ligante, foram calculados os potenciais de interacdo para o
scFv com o ligante completo e para o scFv com apenas os residuos do epitopo. O programa
fitness, desenvolvido pelo grupo, foi utilizado para calcular a contribui¢ao de cada residuo de

aminodcido para o PII total. O raio de corte usado para o calculo das interacdes foi de 3.5 A.
3.3.3 Ligagoes de Hidrogénio

Os programa fitness-hb, desenvolvido pelo grupo, foi utilizados para mapear as
ligacdes de hidrogénio entre o scFv e o ligante. Uma ligacdo de hidrogénio tipica pode ser
descita como X—H:--Y—Z, em que X—H representa o doador da ligacdo de hidrogénio e X
€ um atomo mais eletronegativo que H. O aceptor pode ser um dtomo ou anion Y, o qual esta
ligado a um dtomo Z (ARUNAN et al., 2011b).

Os critérios geométricos para definicdo de uma ligag@o de hidrogénio foram determi-
nados de acordo com as recomendac¢des da International Union of Pure and Applied Chemistry

(IUPAC) (ARUNAN et al., 2011a). Foram consideradas somente as ligacdes de hidrogénio cuja



40

porcentagem de observacdo na simulacao foi maior que 20%, ou seja, ligacdes que satisfazem
as condicdes geométricas para existencia da ligacdo de hidrogénio por mais 20% do periodo de

simulagdo analisado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao Estrutural do scFv e do ligante

Os dados contidos nesse topico dizem respeito as andlises de RMSD dos trés sistemas
estudados. Para facilitar a compreensao, o sistema contendo apenas o scFv serd denominado
"SCFV", o sistema contendo scFv e ligante serd denominado "SCFV-L"e o sistema contendo
scFv, ligante e fon cloreto serd denominado "SCFV-L-CL".

Figura 12 — Representa¢do das curvas de RMSD das estruturas Vy, Vi, linker e de Vy-VL sem
0 linker durante a simulac¢do. Dados referentes ao sistema contendo scFv em solucio

aquosa.
SCFV
1,0 5 Linker
0,9 Vi
] —V,
081 — VH_VL
0,7
A 0,6—-
5 -
=) 0,5
(D) i
= 04 «
I f i
0,3 I Yy | i iy
‘ ,WMW'H W I "! .|\ | ‘(‘M"‘"‘ I}‘IW’ %';‘L ‘\u“" it N th"“‘i i
0,2 -\
0,1 i
0'0 T T T 1
0 50 100 150 200
Tempo (ns)

Fonte: O autor.

Os dados de RMSD para o sistema contendo o scFv do Obinutuzumab em agua
(Sistema scFv) estdo representados na Figura 12. Para este sistema, todos os cdlculos das
médias e desvios de RMSD foram feitos a partir de 90 ns decorridos de simulag¢io, quando os
componentes do sistema apresentam-se estdveis estruturalmente.

O linker é a estrutura que apresenta maior RMSD médio (0,60 + 0,03 nm). E
possivel observar um aumento elevado no perfil de RMSD por volta de 80 e 90 ns de simulagao,
apods esse momento, o linker passa a ter maior estabilidade estrutural.

O dominio Vy € o que apresenta maior estabilidade, apresentando baixo desvio

(0,27 £0,01 nm). O dominio V atinge o equilibrio por volta de 90 ns de simulagdo, assim
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como a estrutura de Vy-Vy, sem considerar o linker. E possivel observar que as mudangas na
estrutura de V-V sao devidas principalmente a oscilagdo estrutural do dominio Vy..
Figura 13 — Representacdo das curvas de RMSD das estruturas Vy, Vi, linker e de Vg-VL sem

o linker durante a simulacdo. (A) Sistema contendo scFv e ligante. (B) Sistema
contendo scFv, ligante e fon CI".
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Fonte: O autor.

Nos dois sistemas contendo o ligante (Figura 13), € possivel observar que o RMSD
da estrutura de V-V, apresenta uma tendéncia de acompanhar o perfil de RMSD do dominio
Vu. Diferentemente do que ocorre na auséncia do ligante, em que o Vy-Vi, tende a acompanhar
as oscilagdes em V..

Para o sistema SCFV-L, € possivel observar que todas as estruturas apresentam um
leve aumento no RMSD por volta de 120 ns de simulacdo. Em todos os sistemas, o linker é
a estrutura com maior RMSD médio, sendo de 0,63 0,06 nm na auséncia do ion cloreto e
0,48 £0,08 nm na presenca do ion, o valor mais baixo dos trés sistemas.

Analisando-se o perfil de RMSD do ligante, na auséncia do fon cloreto, (Figura 14A)
ao longo do tempo, nota-se que por volta de 120 ns, o ligante passa por uma grande modificagdo
em sua conformagao. Apds isso, ele passa a ter elevada estabilidade. O RMSD médio para o
ligante € de 0,62 £+ 0,02 nm. Comparando o perfil de RMSD do ligante com o da estrutura de
Vu-VL, vé-se a correlacdo entre a alteragdo estrutural do ligante com o aumento dos valores de
RMSD dos dominios do scFv do Obinutuzumab.

Ja no sistema SCFV-L-CL (Figura 14B), € possivel observar uma mudancga confor-

macional no ligante por volta de 180 ns decorridos de simulacdo. O RMSD médio do ligante é

1
300



RMSD (hm)

43

Figura 14 — Representacio das curvas de RMSD das estruturas do ligante e de Vg-V, durante a
simulacdo. (A) Sistema contendo scFv e ligante. (B) Sistema contendo scFv, ligante

e ion CI'.
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Fonte: O autor.

menor do que na auséncia do fon cloreto (0,60 + 0,03 nm).

Comparando os resultados de RMSDs médios e desvios para os sistemas estudados
(Tabela 3), observa-se que os valores de RMSD médio de V-V na presenca ligante sao
consideravelmente menores do que no sistema SCFV. No entanto, a presenca do ion ndo
provocou grandes mudanc¢as no RMSD médio da maioria das estruturas, exceto para o linker,
que teve o menor RMSD médio dos trés sistemas.

Tabela 3 — Resultados dos RMSDs médios (nm) de linker, Vg, VL, e Vg-VL em cada um dos
sistemas estudados.

RMSD (nm) ‘ Linker ‘ Vu ‘ VL ‘ Vu-VL ‘ Ligante ‘ Periodo analisado

SCFV 0,60+0,03 | 0,2740,01 | 0,2840,04 | 0,40+0,03 | ; | 90-200ns
SCFV-L | 0,63+0,06 | 0,2640,01 | 0,2040,02 | 0,26+0,02 | 0,62£0,02 |  220-300 ns

SCFV-L-CL | 0,480,08 | 0,3040,02 | 0,2240,02 | 0,29+0,02 | 0,60+£0,03 |  220-300 ns

Fonte: o autor.

O fato de o linker ser a estrutura com maior RMSD médio em todos os sistemas
ja era esperado devido a sua composicao rica em glicina e serina, aminoacidos com pequenas
cadeias laterais, que possuem grande flexibilidade estrutural.

Para investigar o que estava causando as alteracdes no perfil de RMSD do ligante,
foram feitos filmes das simula¢des. Dessa forma, foi possivel observar que, no sistema SCFV-L, o

ligante sofre uma rotacao e suas regides terminais passam a interagir com o scFv, especificamente
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com o dominio Vg (Figura 15A), o que provoca a mudanca conformacional no ligante e o leve
aumento no perfil de RMSD dos dominios do scFv.

Observando o filme da simulagdo do sistema SCFV-L-CL, é possivel detectar que
a mudanca conformacional no ligante, observada por volta de 180 ns, esté relacionada com as
movimentagdes das regides terminais do ligante, assim como da regido de contato com o scFv
(Figura 15B).
Figura 15 — Snapshots dos filmes das simula¢des no tempo 260 ns. (A) Sistema contendo scFv

e ligante. (B) Sistema contendo scFv, ligante e ion CI". Vi em vermelho, Vi, em
ciano, ligante em roxo e ion cloreto em amarelo.

(A)

Fonte: O autor.

4.2 Potencial de Interacao Intermolecular Total
4.2.1 Interacdo entre scFv e ligante

No sistema SCFV-L (Figura 16A), o perfil de PII ao longo do tempo € muito
mais atrativo para o ligante completo (—239,04 421,32 kcal.mol™!). Esse valor elevado est
relacionado com a interacdo do C-terminal do ligante com residuos de Vy. Para o mesmo
sistema, nota-se que a interacdo de Vyg-Vi com os residuos do epitopo é bem menos atrativa
(—106,17 £ 18,63 kcal.mol'!), o que ja era esperado, pois nesse caso as interacdes com 0s
terminais ndo sdo levadas em consideracao.

Para o sistema SCFV-L-CL (Figura 16B), os perfis de PII do scFv com o ligante e
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Figura 16 — Potencial de Interacao Intermolcular Total entre V-V e ligante completo (preto) e
Vu-VL e epitopo (vermelho) ao longo da simulacdo. (A) Sistema contendo scFv e
ligante. (B) Sistema contendo scFv, ligante e fon CI".
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Fonte: O autor.

com os residuos do epitopo mostram-se semelhantes. O PII médio de interacao do scFv com o
ligante completo é —197,14 423,95 kcal.mol"!, enquanto que para interacio do scFv com os
residuos do epitopo, o PII médio é de —136, 14 4 20,66 kcal.mol .

Na Tabela 4, é possivel observar um resumo das interagdes entre Vy-Vp com
epitopo/ligante completo para os sistemas SCFV-L e SCFV-L-CL. Nota-se que a interagdo com
o epitopo € consideravelmente mais atrativa da presenca do ion cloreto. O estudo da interacdo do
scFv com os residuos do epitopo € importante para que se possa desconsiderar as interagdes dos
grupamentos C-terminal e N-terminal do ligante com o scFv, jd que os terminais apresentam-se
carregados e, portanto, propensos a elevadas interacoes eletrostiticas. Como o CD20 possui
terminais citoplasmadticos, infere-se que, na interagdo propriamente dita do anticorpo com a
molécula de CD20 completa, ndo ha essa interferéncia da interagao eletrostdtica com o C-terminal
e N-terminal.

Tabela 4 — Resultados do PII Total entre scFv e ligante completo ou scFv epitopo na presenga
ou auséncia do fon cloreto.

Sistema ‘ Vu-Vi e Ligante ‘ Vu-Vi e Epitopo ‘ Periodo analisado

SCFV-L | —239,04421,32 | —106,17418,63 |  220-300 ns

SCFV-L-CL | —197,14+23,95 | —136,14420,66 |  220-300 ns

Fonte: o autor.

Na figura 17, é possivel observar em maiores detalhes a interacdo do C-Terminal do



kcal.mol”

46

ligante com Vg-VL. De maneira geral, na auséncia do ion cloreto, a interag¢do entre o C-Terminal
do ligante (GIn24) e o scFv € mais atrativa. Analisando as liga¢des de hidrogénio (Tabela 6) que
ocorrem com o C-Terminal do ligante, constata-se que as principais interagdes se ddo com a
Ser30 e Arg98 do scFv e que esses residuos de aminodcidos possuem um importante papel na
mudancga conformacional que ocorreu no ligante (Figura 15A). Ressalta-se que a Ser30 faz parte
da CDR H1 e que a Arg98 estd muito proxima da CDR H3 (Tabela 5) e que contatos do terminal

com essas CDRs afetam regides criticas para a interagdo antigeno-anticorpo.
Figura 17 — Potencial de interacao intermolecular entre o C-Terminal (GIn24) do ligante e Vg-

VL, em preto e entre C-terminal do ligante e residuos especificos em vermelho. (A)
Sistema contendo scFv e ligante. (B) Sistema contendo scFv, ligante e {on cloreto.
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04 0+ T i 0 i T i
I AT T T
-20 - -20 - M{ M l
-40 -40
-60 - -60
°
-80 © -80
-100 — -100 —
_120_- — PII:V -V e C-Terminal do Ligante _120_- —PII:V -V e C-Terminal do Ligante
— PII: Ser30 e Arg98 do scFv - C-Terminal do Ligante 1 —PIl: Tyr2 e Asn3 do Ligante - C-Terminal do Ligante
-140 - -140 -
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Fonte: O autor.

No sistema contendo o ion, a interagdo do C-terminal do ligante com Vy-Vp apre-
senta valores menos atrativos. Ao estudar as ligacoes de hidrogénio de GIn24 (ligante), ndo
detecta-se interacdes com o scFv, apenas com residuos do préprio ligante, como Tyr2 e Asn3.
Dessa forma, a presenca do fon € capaz de evitar contatos indesejados do C-terminal do ligante

com residuos de V.
4.2.2 Interacdo entre scFv/ligante e ion cloreto

Visando entender as interacdes que mantinham o {on cloreto na mesma posi¢ao na
interface de interacao, foram realizadas andlises de potencial de interagdo total entre o {on e os
componentes proteicos do sistema. As intera¢des do scFv com o fon CI” (Figura 18) apresentam

PII médio de —63,76+ 7,65 kcal.mol™!. J4 o PII médio do fon cloreto com o ligante mantém-se
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em torno de zero (—0,34 + 3,20 kcal.mol'!). De acordo com os dados obtidos e sabendo-se que
ndo foi utilizada nenhuma restri¢do de movimento ao longo da simulago, € possivel inferir que
o fon € mantido no mesmo local devido a sua interacdo com residuos do scFv do Obinutuzumab.

Figura 18 — Potencial de interacdo entre scFv e fon cloreto (preto) e potencial de intera¢do entre
ligante e ion cloreto (vermelho) ao longo dos 300 ns de simulagdo.
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Fonte: O autor.

Curiosamente, uma simulacio de 200 ns foi realizada com um sistema contendo
scFv e ion cloreto, sem a presenca do ligante, e nela constatou-se que o scFv sozinho ndo € capaz
de manter o fon nas mesmas coordenadas, sendo necessdria a interface de interacao scFv-ligante
para que o ion se mantenha na mesma posic¢ao.

Antes do sistema ser submetido a simulacao de DM, € possivel observar que os
residuos de aminodcidos que estdo mais proximos do ion sdo pertencentes majoritariamente a
Vu (Figura 19A). Os grupamentos -NH; das carboxaminas das asparaginas Asn99 e Asn35
interagem com o ion cloreto durante toda a simulacdo, assim como o grupo guanidino da Arg50
(Figura 19B). E importante ressaltar que esses residuos estdo em localizaces estratégicas do
scFv. O residuo Asn35 esta situado muito proximo a CDR HI1, Arg50 a CDR H2 e o residuo
Asn99 faz parte da CDR H3 (Tabela 5).

Ao longo da simulagdo de DM, ocorre um afastamento dos residuos Trp105 (per-
tencente a CDR H3) e Tyr235 (pertencente a CDR L3) do ion cloreto (Figura 19B). No caso da
tirosina, esse distanciamento pode ser explicado pela repulsao entre o grupo hidroxila da cadeia

lateral do residuo de aminodcido e o fon cloreto, pois ambos apresentam cargas negativas.
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Figura 19 — Residuos de aminoacidos do scFv do Obinutuzumab interagindo com o fon cloreto.
(A) Na estrutura cristalografica (cédigo 3pp4). (B) Depois de 300 ns de DM.
Nitrogénio em azul, hidrogénio em branco, oxigénio em vermelho e demais dtomos
em verde.
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Fonte: O autor.

No trabalho de Niederfellner e colaboradores (NIEDERFELLNER ef al., 2013),
propde-se que a posicao do ion cloreto seja coordenada pelas interagcdes com Asn35, Arg50 e
Tyr235. O sistema submetido a simulagdo de DM com o modelo de scFv construido é capaz
de manter essa a interagdo dos residuos Asn35 e Arg50 com o ion observada previamente no
cristal, mas ndo com o residuo Tyr235. Contudo, a interacdo com Asn99 nao € destacada por

Niederfellner e colaboradores, mas apresenta-se constante durante todo o periodo de simulagdo.

4.3 Potencial de Interacao Intermolecular por Residuo

4.3.1 Potencial de Interagdo Intermolecular por Residuo do Ligante

Pelo programa fitness, avaliou-se quais residuos de aminodcidos do ligante interagem
mais com o scFv do Obinutuzumab (Figura 20). No sistema SCFV-L ha repulsao entre Glu5 do
ligante e o scFv e as interagdes atrativas mais marcantes se ddo com Glull, Lys12 e Asnl3. A
interacdo de GIn24 com o scFv é a mais elevada, no entanto, isso € justificado pela interagdao do
C-Terminal carregado do ligante com residuos do dominio V.

Ja no sistema SCFV-L-CL, ndo ocorre repulsdo com Glu5, mas leves repulsdes com
Tyr2 e Ala7. Assim como o esperado, a intera¢do do scFv com o C-Terminal do ligante é bem
menos acentuada. Na presenca do ion, a interacdo mais atrativa se dd com Lys12.

No trabalho realizado por Niederfellner e colaboradores (NIEDERFELLNER et al.,
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Figura 20 — Interacdo de cada um dos residuos do ligante com o scFv calculados pelo programa
fitness. (A) Sistema contendo scFv e ligante. (B) Sistema contendo scFv, ligante e

ion cloreto.
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2013), constatou-se que os residuos que compde o epitopo central do Obinutuzumab (Pro9 a
Pro15) diferem daqueles que compde o epitopo central da maioria dos anticorpos anti-CD20 tipo
I (Ala7 a Ser10). Ou seja, os residuos do epitopo central do Obinutuzumab se localizam mais
proximos ao C-Terminal do CD20. Isso esta relacionado com o fato de que o Obintuzumab nao

tolera bem mutagdes em Asnl3, Serl4 e Prol5.

4.3.2 Potencial de Interagdo Intermolecular por Residuo do scFv

A figura 22 contém a contribui¢do de cada residuo de aminodcido do scFv para o
PII entre scFv e ligante. Em cada um dos graficos apresentados nesta secao, a regiao das CDRs
(Figura 21) foi destacada para evidenciar os pontos-chave de reconhecimento e interacao com o

antigeno. A composi¢do e localizacdo de cada CDR pode ser observada na Tabela 5.

Figura 21 — CDRs do Obinutuzumab presentes no scFv antes da submissdo da estrutura a
simulagdo de DM.

Fonte: O autor.

Analisando-se o PII do scFv com o ligante completo, pode-se perceber que o perfil
de potencial de interagdo difere na presenca ou auséncia do ion cloreto. No sistema SCFV-L,
ha interacdo do N-terminal do scFv (GInl) com o ligante, o que ndo ocorre na presenca do ion.
Além disso, na auséncia do fon, a CDR H1 apresenta mais intera¢des atrativas, envolvendo
principalmente os residuos Ser30, Tyr31 e Ser32.

Contudo, analisando-se as liga¢des de hidrogénio (Tabela 6) pelo programa fitness
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Tabela 5 — Tabela contendo as CDRs do Obinutuzumab e suas respectivas numeracdes de
atomos e residuos no scFv construido e a sequéncia do ligante e de seu epitopo. O
mapeamento das CDRs do Obinutuzumab foi feito a partir de dados da patente do
anticorpo (SAMPATH et al., 2015).

Estrutura Sequéncia Residuos Atomos

scFv QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFS
YSWINWVRQAPGQGLEWMGRIFPGDGDTD
YNGKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSED
TAVYYCARNVEDGYWLVYWGQGTLVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQTPLSLPVTP 1-249 1-2430
GEPASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPG
QSPQLLIY GVPDRFSGSGSGTDFT
LKISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGGGT
KVEIKRTV
H1 GYAFSY 26-31 226-240
H2 FPGDGDTD 52-59 520-589
H3 NVFDGYWLVY 99-108 998-1104
L1 RSSKSLLHSNGITYLY 158-173 1495-1667
QMSNLVS 189-195 1837-1901
L3 AQNLELPYT 228-236 2211-2301
Ligante IYNCEPANPSEKNSPSTQYCYSIQ 1-24 1-247
Epitopo ANPSEKNSP 7-15 65-145

Fonte: O autor.

hb, constatou-se que o backbone desses trés residuos formam ligagdes de hidrogénio com o
backbone do C-terminal do ligante e ndo com o epitopo (Tabela 6A). Isso se confirma quando
observa-se o grafico da interacdo dos residuos do scFv com os residuos do epitopo (Figura
23A), em que essa interagdo com H1 ocorre em menor intensidade. Além disso, também ha
interacdo entre o C-terminal e Arg98 (préxima a H3), na auséncia do fon cloreto, assim como foi
demonstrado anteriormente na Figura 17A.

Na CDR H2, ha interagdes repulsivas independentemente da presenga do fon no
sistema. No entanto, na auséncia do fon, essa repulsdo é bem mais intensa e ocorre com trés
residuos de aminodcido do scFv, os aspartatos 55, 57 € 59. Os residuos que mais se destacam na
interacao sao Arg50 e Lys65. Ja no sistema SCFV-L-CL, a repulsdo se da somente com Asp55
e, em relacdo ao epitopo (Figura 23B), Asp57 e AspS59 ndo representam pontos de repulsao,
e sim de intensa atratividade. Ressalta-se que Arg50 € um dos residuos de aminodcido que
interage com o ion cloreto durante toda a simulacdo (Figura 19A) e que, por ser um residuo

muito proximo a CDR H2, essa interacdo com o ion cloreto possa orientar os aspartatos presentes
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Tabela 6 — Tabela contendo as ligagdes de hidrogénio entre residuos do ligante e residuos do
scFv. Residuos pertencentes ao epitopo estdo destacados em vermelho. *Com base
no percetual de observacao das ligacdes de hidrogénio entre esses residuos durante a
simulagdo. **Desconsiderando-se as ligacdes envolvendo o C-Terminal do ligante.
(A) Sistema contendo scFv e ligante. (B) Sistema contendo scFv, ligante e {on cloreto.

(A) SCFV-L
Residuo do scFv Residuo do Ligante N° de Ligacdes de
Hidrogénio*
Backbone Backbone

30 Ser (H1) 24 GIn 0.85
31 Tyr (H1) 24 Gln 0.27
101 Phe (H3) 20 Cys 0.40
102 Asp (H3) 20 Cys 0.37

Backbone Cadeia Lateral
102 Asp (H3) 11 Glu 0.24
231 Leu (L3) 10 Ser 0.31

Cadeia Lateral Backbone

57 Asp (H2) 14 Ser 0.21
98 Arg (prox. a H3) 24 GIn 0.51
102 Asp (H3) 7 Ala 0.64
102 Asp (H3) 8 Asn 0.20
230 Asn (L3) 8 Asn 0.48

Cadeia Lateral Cadeia Lateral
105 Trp (H3) 11 Glu 0.30
235 Tyr (L3) 11 Glu 0.29

Subtotal**: 3,44

(B) SCFV-L-CL

Residuo do scFv Residuo do Ligante N° de Ligacdes de
Hidrogénio*
Backbone Backbone
31 Tyr (H1) 15 Pro 0.64
Backbone Cadeia Lateral
230 Asn (L3) 8 Asn 0.37
Cadeia Lateral Backbone
33 Trp (préx. a H1) 13 Asn 0.76
50 Arg (préx. a H2) 12 Lys 1.11
50 Arg (prox. a H2) 13 Asn 0.24
102 Asp (H3) 17 Thr 0.60
102 Asp (H3) 16 Ser 0.37
167 Asn (L1) 21 Tyr 0.21
230 Asn (L3) 10 Ser 0.25
235 Tyr (L3) 10 Ser 0.58
Cadeia Lateral Cadeia Lateral
59 Asp (H2) 12 Lys 0.26
235 Tyr (L3) 8 Asn 0.31

Subtotal**: 5.70

Fonte: O autor.
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Figura 22 — Resultados da contribui¢do de cada residuo de aminodcido pertencente ao scFv para
o PII entre scFv e ligante completo calculados pelo programa fitness. (A) Sistema
contendo scFv e ligante. (B) Sistema contendo scFv, ligante e {on cloreto.
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em H?2 para que ocorra interacao adequada com o epitopo.

Em relacdo ao epitopo, quando o ion ndo estd presente, hd interacido repulsiva

envolvendo Vall00. Sabe-se que a CDR3 é a CDR que apresenta maior variabilidade de

composi¢ao de aminodcidos (ABBAS et al., 2015), sendo crucial na interagdo antigeno-anticorpo.
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Figura 23 — Resultados da contribui¢do de cada residuo de aminodcido pertencente ao scFv para
o PII entre scFv e epitopo calculados pelo programa fitness. (A) Sistema contendo

scFv e ligante. (B) Sistema contendo scFv, ligante e ion cloreto.
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Dessa forma, repulsdes nessa CDR sao extremamente indesejadas. Na presenca do ion, tanto

para o epitopo quanto para o ligante completo, a interagdo com os residuos de H3 foi mediada

principalmente por Asp102. De acordo com as andlises de ligagdes de hidrogénio, a cadeia
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lateral de Asp102 do scFv interage principalmente com o backbone dos residuos Ser16 e Thr17
do ligante (Tabela 6). Na auséncia do fon, Asp102 interage com os residuos 7Ala, 8Asn e Glull,
pertencentes ao epitopo.

As interagdes entre as CDRs L1 e L2 sdo pouco atrativas para ambos os sistemas,
seja considerando o ligante completo ou apenas a regiao do epitopo. No entanto, para o sistema
sem o fon, o residuo que € mais atrativo em L1 foi Asn167, enquanto que na presencga do ion, foi
His165.

Nas ligacoes de L3 com o ligante, tanto na presenca quanto na auséncia do ion,
destaca-se as repulsdes que ocorrem com o residuo de aminodcido Glu232. No mais, em
ambos os sistemas, a interacao atrativa ocorre principalmente com os residuos Asp230 e Tyr235
pertencentes ao scFv. As interagdes envolvendo Asp230 ocorrem entre Asn8 e Serl0 do ligante
na presenga do fon e apenas com Asn8 na auséncia. As interacdes de Asp230 com Asn8 e Ser10
do ligante ja haviam sido mapeadas por Niederfellner e colaboradores (NIEDERFELLNER
et al., 2013), o que mostra que os sistemas apresentaram-se condizentes com as observacdes
experimentais. J4 as interagdes de Tyr235 ocorrem entre a cadeia leteral desse residuo e a cadeia
lateral de Glul1 na auséncia do ion e com a cadeia lateral de Asn8 na presenga do fon.

Na maioria das CDRs estudadas, percebe-se que a presenca do ion ndo muda apenas
o potencial de intera¢do, mas também quais sdo os residuos do scFv mais atrativos ou repulsivos
e os residuos do ligante com os quais eles interagem.

Na tabela 6 pode-se observar as ligagdes de hidrogénio mapeadas entre o scFv e o
ligante. Nos dois sistemas estudados, percebe-se que houve um predominio de intera¢des do tipo
backbone-cadeia lateral. Ressalta-se que, somando-se todas as ligacdes de hidrogénio exceto
as envolvendo os terminais do ligante, na auséncia do ion observa-se um total de 3.44 liga¢des,
enquanto que na presenca do fon, esse ndmero € de 5.7 ligagdes.

Quanto mais interna a interac¢do, maior € a especificidade antigeno-anticorpo, em
decorréncia da complementacdo e interagdes de curto alcance. A interacdo mais interna entre
duas proteinas € do tipo backbone-backbone. No sistema SCFV-L, as interacdes desse tipo se
dao com o C-Terminal (GIn24) e com Cys20, residuos nao pertencentes ao epitopo (Tabela 6).
O sistema SCFV-L-CL s6 mostrou uma ligacao de hidrogénio do tipo backbone-backbone. No

entanto, essa interagao se deu com Prol5, um residuo do epitopo central do Obinutuzumab.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A estabilidade estrutural do scFv é mantida ao longo da simulagdo e € possivel
observar diferentes mudancas conformacionais do peptideo ciclico de CD20 na auséncia e
presenca do fon cloreto proveniente do cristal. Na presenca do ion cloreto, a interagdo do
C-terminal do ligante com o scFv nao foi observada.

Na presencga do ion cloreto, os residuos Asp57 e Asp59 do scFv foram muito mais
atrativos ao epitopo, real¢ando a interacdo entre a CDR H2 e o epitopo quando comparada com
essa interagdo na auséncia do ion.

Com ou sem o ion cloreto, a maioria das ligagdes de hidrogénio observadas entre
scFv e ligante ocorrem entre a cadeia lateral do scFv e o backbone do ligante. Na presenca do
ion, foi observado um maior nimero de contatos via caracterizacdo por ligacdes de hidrogénio.
Essas ligacdes estabilizam a interface de intera¢do formada, com isso, realcando a afinidade.
Por se tratarem de LHs mais internas, envolvendo backbone e cadeia lateral, isso implica
que as interacdes ocorrem em um nivel mais interno de interface formada, o que real¢a e
complementariedade e portanto, a especificidade.

Em conclusdo, a presenca do {on real¢a a interacdo entre a CDR H2 e o epitopo e
provoca maior nimero de LHs entre scFv e ligante, ressaltando a possibilidade de o ion ter papel
central na afinidade e especificidade na interacdo do Obinutuzumab com o peptideo ciclico.

No futuro, serdo conduzidas andlises de energia livre pelo método Adaptive Biasing
Force (ABF), o qual possibilitard o calculo de energia livre de ligacao absoluta, considerando
fatores entropicos. O método serd aplicado nas condi¢des de presenca e auséncia do ion e
possibilitard a comparacao dos valores de energia livre de ligac@o obtidos com valores obtidos

experimentalmente por Niederfellner e colaboradores (NIEDERFELLNER et al., 2013).
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