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RESUMO

O anticorpo Alemtuzumab reconhece a molécula CD52 superexpressa na membrana de
células de linfomas e também em linfocitos B e T. O entendimento de como ocorre a ligacao
entre o0 CD52 e o Alemtuzumab ¢ crucial para propor mutagdes e engendrar biobetters com
maior afinidade e especificidade. Uma estratégia para engenharia de anticorpos ¢ trabalhar
com seus fragmentos, envolvendo os dominios varidveis do anticorpo (VH e VL) que
reconhecem o CD52. Monitorando as interagdes entre residuos das regides determinantes de
complementariedade (CDRs) do anticorpo e o CD52, pode-se propor mutacdes que resultam,
por exemplo, em maior afinidade e especificidade ao CD52. Esse trabalho objetivou estudar,
através de Dinamica Molecular (DM), os determinantes estruturais e energéticos envolvidos
na formagdo da interface entre um fragmento de anticorpo do tipo single chain variable
fragment (scFv) do anticorpo Alemtuzumab e o CD52 em sistemas com modelos de
membrana celular, bicamada de DMPC e modelo simplificado de n-hexano. O scFv foi
submetido a simulacdo de DM em sistemas eletricamente neutros, com adicao de ions CI,
compostos por moléculas de agua, modelo SPC (single point charge), uma molécula de
CD52, formada por um peptideo com 12 aminoacidos e uma ancora de GPI, inserida em uma
bicamada de DMPC ou em n-hexano. A estabilidade estrutural das moléculas em estudo foi
determinada através do desvio médio da raiz quadrada (RMSD). O potencial de interagao
intermolecular (PII) entre os residuos do scFv e os do peptideo do CD52 e entre o scFv e o
GPI foram medidos ao longo das simulagdes, utilizando programa in-house. Observou-se uma
mudanca da posi¢ao relativa de VH-VL do scFv simulado em dgua, com manutengao de VH e
VL. A estrutura do CD52 se estabilizou nas simulacdes de DM. Os residuos do scFv que
apresentaram PII mais atrativos aos residuos do peptideo foram os carregados positivamente,
presentes nas CDR H2, L1 e L3 nos dois sistemas analisados. Os que interagiram
atrativamente com o GPI foram da CDR H2, nos dois sistemas, ¢ também da L1 no sistema
com n-hexano. A interface n-hexano/dgua realgou a interacdo do scFv com o GPIL Isso
possibilitou identificar residuos da CDR L1, que interagem com o GPI, que ndo haviam sido
observados no sistema com o DMPC. A analise da interagdo scFv-CD52 permitiu a sugestao
de mutagdes sitio-dirigidas para realgar a afinidade e especificidade do anticorpo

Alemtuzumab.

Palavras-chave: scFv, CD52, Dinamica Molecular.



ABSTRACT

The Alemtuzumab antibody recognizes the CD52 molecule overexpressed on lymphoma’s
and on B and T lymphocytes’ cells membrane. The understanding of the interaction between
the CD52 and Alemtuzumab is crucial to propose mutations and engineer biobetters with
greater affinity and specificity. A strategy for antibody engineering is working with the
antibody’s fragments, involving the variable domains (VH and VL) that are responsible for
antigen recognition. Mutations that result in greater affinity and specificity can be suggested
by monitoring the interactions between residues of the Alemtuzumab’s complementarity
determining regions (CDRs) and CDS52. This work aimed to study, through Molecular
Dynamics (MD) simulation, the structural and energetic determinants involved in the
formation of the interface between the Alemtuzumab’s single chain variable fragment (scFv)
and the CDS52. Two systems with different cell membrane models, DMPC bilayer and n-
hexane were analysed. The scFv was submitted to the DM in electrically neutral simulation
systems, with addition of CI ions. The systems were composed of water molecules (SPC
model), CD52, scFv and DMPC or n-xexane. The CD52, comprised of a peptide with 12
amino acids and a GPI anchor, was inserted into a DMPC bilayer or into n-hexane. The
molecules structural stability was determined by the root mean square deviation (RMSD). The
intermolecular interaction potential (IIP) between scFv residues and the CD52’s peptide and
between the scFv and the GPI were measured along the simulation, using in-house program.
There is a relative position change between the scFv VH-VL in water, with the VH and VL
maintenance. The CD52 structure stabilizes in the DM simulations. The scFv residues that
feature attractive IIP for the peptide residues are positively charged, located in the CDR H2,
L1 and L3 in both systems. The ones interacting attractively with the GPI are from the CDR
H2, in both systems, and also of L1 in the system with n-hexane. The n-hexane/water
interface enhanced scFv interaction with the GPI. This made it possible to identify CDR L1
residues interacting with the GPI which had not been observed in the system with the DMPC.
The analysis of scFv-CD52 interaction enabled the site-directed mutations suggestions to

enhance Alemtuzumab’s affinity and specificity.

Keywords: scFv, CD52, Molecular Dynamics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esclerose Miiltipla

A esclerose multipla (EM) € uma doenca autoimune cronica e degenerativa que afeta o
cérebro, nervos opticos e a medula espinhal (sistema nervoso central - SNC). O sistema imune
proprio destrdi células saudaveis da bainha de mielina que recobre os nervos, resultando na
neurodegeneragdo progressiva do sistema nervoso central em individuos geneticamente
suscetiveis (NYLANDER; HAFLER, 2012). Os pacientes apresentam, muitas vezes, uma
sindrome inicial clinicamente isolada, seguida por uma série de eventos clinicos subagudos
que reduzem espontaneamente, 0 que caracteriza a esclerose multipla reincidente-remitente
(EMRR) (HAFLER, 2004). Os danos a mielina interrompem a comunicacao entre o cérebro,
medula espinhal e outras areas do sistema nervoso central, o que pode resultar na deterioragao
dos proprios nervos, em um processo potencialmente irreversivel. Ao longo do tempo, a
degeneracao da mielina vai causando lesdes no cérebro, que podem levar a atrofia ou perda de
massa cerebral. As lesdes sdo provavelmente causadas pelo trafego de células T mielina-
reativa ativadas no SNC, causando inflamag¢ao aguda com edema associado (HAFLER, 2004).

Os sintomas da EM variam de acordo com o local da lesdo neurologica, com a
quantidade de danos e de nervos afetados. Geralmente, estao relacionados a invasao de células
inflamatodrias através da barreira de protecdo do cérebro, resultando na desmielinizacao e
edemas. Pessoas com casos graves de EM podem perder a capacidade de andar ou falar. A EM
pode ser de dificil diagnostico nos estagios iniciais, pois 0s sintomas aparecem com intervalos
e o paciente pode ficar meses ou anos sem qualquer sinal da doenga, apesar de sua
intervengdo em etapas iniciais tornar possivel reduzir a progressao da doenga (NYLANDER;
HAFLER, 2012).

A EM atinge cerca de 2,3 milhdes de pessoas no mundo (BROWNE et al., 2014). E
uma doenca que ndo tem cura, mas existem tratamentos que ajudam a controlar os sintomas e
a reduzir o progresso da doenga. Atualmente, no Brasil, j4 existem diversas opg¢des de
tratamento fornecidas pelo Sistema Unico de Saude (SUS), como betainterferons, acetato de
glatiraimer, fingolimode e o anticorpo monoclonal Natalizumab (MINISTERIO DA SAUDE,
2015).

O anticorpo monoclonal Alemtuzumab (CAMPATH-1H®) foi utilizado como terapia
de primeira linha para a leucemia linfocitica cronica (LLC) (FRAMPTON; WAGSTAFF,

2003) durante seis anos. A patente expirou em 2013, mas esse anticorpo foi relangado no
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mercado com o nome de LEMTRADA® (WILLIAMS et al., 2013; JONES; COLES, 2014),
agora para tratamento da esclerose multipla reincidente-remitente (EMRR), com preco sete
vezes maior que para o tratamento de LLC. Apesar de aprovado pela ANVISA para uso no
Brasil, ainda ndo esté disponivel pelo SUS.

O anticorpo Alemtuzumab ¢ uma molécula semelhante as nossas moléculas de defesa
e reconhece alvos especificos presentes na membrana celular, podendo assim reconhecer
linfocitos autorreativos que afetam o sistema nervoso central proprio de forma especifica, o
que o caracteriza como um terapéutico eficaz para EM (GARNOCK-JONES, 2014; MARTIN
et al.,2016). A ingestao desse anticorpo ¢ feita via intravenosa, sendo cinco infusdes em cinco
dias consecutivos no primeiro ciclo e, no segundo ciclo, trés infusdes em trés dias
consecutivos apos um ano do primeiro ciclo (HARTUNG et al., 2014).

O mecanismo de acdo do Alemtuzumab contra EM nao esta totalmente explicado. No
entanto, sdo sugeridos efeitos imunomoduladores através da eliminagdo e repopulacdo de
linfocitos, por meio de alteragdes no numero, propor¢des e propriedades de alguns
subconjuntos de linfécitos pds-tratamento e do aumento da quantidade de linfocitos de
memoria T e B (COHEN et al., 2012). A redugdo no nivel de células B e T em circulagdo pela
acdo do Alemtuzumab, e subsequente repopulagdo desses linfocitos pos-tratamento, pode

reduzir a reincidéncia de sintomas e, consequentemente, reduzir a progressao da doenca.

1.2 Receptor CD52

O CD52 ¢ uma glicoproteina com 21 — 28 KDa (XIA, M. Q. et al., 1993b) (figura 1)
constituida de um peptideo formado por 12 aminoacidos (GQNDTSQTSSPS), com um
carboidrato ligado ao residuo Asn3, ligados pelo residuo Serl2 a uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (HALE, 1995; TREUMANN et al., 1995). O CD52 ¢ expresso
em altas propor¢oes em células de linfoma (HALE et al., 1988), também ¢ expresso na
membrana de células do sistema imune humano (linfocitos B e T, mondcitos e macrdfagos) e
do sistema reprodutor (células do epididimo) (ERMINI er al., 2005). A interacdo entre o
CD52 e os anticorpos CAMPATH-1G e CAMPATH-1H provoca a morte celular por meio da
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) e da lise celular mediada pelo
complemento (CDC) (HALE et al., 1988; DYER et al., 1989; XIA et al., 1993; HU et al.,
2009).
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Figura 1 - Diagrama representando o CD52, destacando seu epitopo
reconhecido pelo anticorpo Alemtuzumab, a dncora de GPI e o glicano
ligado ao residuo Asn 3 de seu peptideo.

Acido sialicd

Glicano

Acido sidlico

L
Ser-Thr-Gln-Ser-Thr-Asp -Asn-Gln-Gly

Y I

Ser-Pfo-Ser-Etaﬁgma Ancora de GPI

PO: et 3 (Man) —o= Inositol

/ + = GECN

Epitopo

POy PO

\ t

Etanolamina  Lipideo

Fonte: adaptada de HALE, 2001.

O epitopo antigénico, localizado proéximo a membrana celular, ¢ encontrado na
extremidade C-terminal do peptideo que compde o CDS52 e ¢ constituido pelos residuos SSPS
(HALE, 2001). A caracteristica responsavel pelo CD52 ser um bom alvo para lise celular
mediada pelo complemento (CDC) ndo € a presenga do agucar N-ligado ao residuo Asn3 ou
dos nove primeiro aminoacidos do peptideo, mas estd relacionada a proximidade do epitopo
(SSPS) a membrana celular (XIA et al., 1993a; XIA et al., 1993b). O CD52 nao glicosilado
(figura 2) com ~ 6 KDa foi obtido a partir da digestdo com N-glicanase do carboidrato ligado

ao residuo Asn 3. A digestao resultou na mutacdo Asn-Asp na sequéncia do peptideo, mas sem
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a perda da antigenicidade (XIA et al., 1991). O CD52 ndo glicosilado possui um menor custo
de Simulacdo de Dindmica Molecular (DM) que o N-glicosilado por ter um menor nimero de

atomos e necessitar de um menor tempo de simulacao.

Figura 2 - Representacao da estrutura do CD52 nao glicosilado.
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Fonte: TREUMANN, 1995.

A fungdo natural do CD52 em células do sistema imune ndo estd completamente
esclarecida; no entanto, tem sido observada sua relacdo com a ativacao de células T humanas
por inducao de eventos similares a fosforilagdo intracelular do aminoacido tirosina como
empregado na sinalizagdo mediada por receptores de células T (HEDERER et al., 2000).
Além disso, foi demonstrado que o CD52 pode servir como um coestimulador envolvido na

inducao de células T CD4+ reguladoras (WATANABE et al., 2006).

1.3 Anticorpos

Imunoglobulinas humanas (anticorpos) sd3o um grupo de glicoproteinas estrutural e
funcionalmente similares que conferem imunidade a seres humanos. A estrutura geral de um
anticorpo consiste de uma molécula bifuncional (figura 3), que compreende, de um lado, dois
sitios de ligacdo ao antigeno (antigen binding fragment, Fab), e um sitio efetor (cristallized
fragment, Fc) do outro lado (ABBAS, ABUL K.; LICHTMAN, ANDREW H.; PILAI, 2012).
Todas as moléculas de anticorpos possuem as mesmas caracteristicas estruturais basicas, mas
apresentam uma grande variedade nas regides que se ligam aos antigenos. Essas moléculas

sdo constituidas de quatro cadeias, sendo duas cadeias leves idénticas (isotipos k ou A) e duas
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cadeias pesadas idénticas (isotipos v, €, o, o, ou p). Ambas as cadeias sdo compostas de
multiplas variantes que apresentam um dominio bésico de cerca de 110 residuos de
aminoacidos. A cadeia leve ¢ formada por dois destes dominios, chamados de dominio
variavel (Vp) e constante (Cr), devido a variabilidade da sequéncia de aminoacidos. As
cadeias pesadas contém um dominio variavel (V) e trés ou quatro dominios constantes (Cyj,
Cuz, Cus, Cua), dependendo do isotipo da cadeia pesada (ALBERTS et al, 1989). Cada
dominio ¢ formado pelo empacotamento, face a face, de duas folhas B, unidas por pontes
dissulfeto conservadas e pela interagdo entre as fitas dos loops (CHOTHIA; LESK, 1987).
Pontes dissulfeto intracadeias estabilizam dominios de ligagdes dissulfeto intercadeias

dobraveis e estabilizam a interag¢do entre as cadeias pesada e leve e entre as pesadas.

Figura 3 - Estrutura tridimensional do anticorpo, em formato de Y. Cada esfera
representa um residuo de aminoacido. Azul: cadeias leves e cinza: cadeias pesadas.
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Fonte: adaptada pelo autor de (ELGERT, 1998).

Os sitios de ligacdo ao antigeno da maioria dos anticorpos sdo formados,
primariamente, por seis loops ou regides determinantes de complementariedade (CDRs),
sendo trés no dominio VL (CDR L1, L2 e L3) e trés no dominio VH (CDR H1, H2 e H3),
enquanto que as outras regides dos dominios varidveis, que ndo compdem os loops, sdo ditas
“framework” (HOLLIGER; HUDSON, 2005; NELSON; REICHERT, 2009). Essas regides
sdo altamente conservadas, tanto em sequéncia quanto na conformacdo da cadeia principal,
podendo, desta forma, ser modeladas com técnicas padrdo de modelagem por homologia

(MOREA et al., 1998).
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1.3.1 Fragmentos

Anticorpos apresentam uma limitada digestdo proteolitica, o que permite obter
fragmentos menores, contendo somente um subconjunto dos dominios do anticorpo, que
mantém a habilidade de ligacdo ao antigeno (Fab, F(ab”)2, Fv, scFv) ou fungodes efetoras (Fc,
hinge).

Os fragmentos variaveis de cadeia unica (single chain fragmente variable, scFv) sao
formados pelos dominios VH e VL (Fv) ligados por um polipeptideo flexivel (linker)
(AHMAD et al., 2012), que previne a dissociagdo (MOHAMMADI, M.; NEJATOLLAHI,
2014). Os fragmentos do tipo Fab e scFv ( figura 4A) contém ambos os dominios VH e VL e,
geralmente, retém a afinidade especifica do IgG parental de forma monovalente. O scFv
possui simultaneamente uma melhor capacidade farmacocinética de penetracao em tecidos e
demanda menor custo computacional durante a simulagdo de Dinamica Molecular (DM)
(KANDA; WATANABE, 1996; HOLLIGER; HUDSON, 2005; NELSON; REICHERT,
2009). Além disso, esse fragmento mantém a regido de ligacdo do anticorpo ao antigeno e
possui a mesma especificidade e afinidade do anticorpo monoclonal (WANG; DUAN, 2011).
A figura 4B evidéncia a representagdao das regides determinantes de complementariedade
(CDRs), responsaveis pelo reconhecimento do antigeno, e as regides framework de um

anticorpo monoclonal (SELA-CULANG et al., 2013).
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Figura 4 - A) Estrutura tridimensional de um anticorpo monoclonal. Em evidéncia fragmentos
Fab e Fv. B) Representacdo esquematica de um anticorpo monoclonal, destacando as regides
CDRs e framework.

A Fab

Fonte: SELA-CULANG et al., 2013.

1.3.2 Alemtuzumab

O Alemtuzumab (CAMPATH-1H) ¢ um anticorpo monoclonal humanizado que se liga
ao CD52 (ALASTAIR et al., 2008). Esse anticorpo foi construido a partir da insercao das seis
CDRs do anticorpo murino CAMPATH-1G (ABHINANDAN; MARTIN, 2008) nas regides
framework do 1gG1 humano (CHEETHAM et al., 1998), constituido da cadeia leve Kappa da
proteina REI do mieloma humano (EPP et al., 1975) e da cadeia pesada da imunoglobulina
humana NEW (SAUL et al., 1978). Algumas modificacdes foram feitas em dois residuos das
regides framework do IgGl humano, residuos SerH27Phe e SerH30Thr, para que o
Alemtuzumab mantivesse a afinidade e a especificidade do CAMPATH-1G ao CD52, mas
também continuasse com as fungdes efetoras do IgGl humano (RIECHMANN er al, 1988;
CHEETHAM et al., 1998). O anticorpo humanizado ¢ mais efetivo na lise de linfocitos
mediada por células e pode ser administrado por mais tempo e com maior beneficio clinico

que o anticorpo murino (HALE et al., 1988).
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A estrutura cristalografica do fragmento do tipo Fab do anticorpo Alemtuzumab
cocristalizado com um composto andlogo ao peptideo do CD52 (mimotopo) ja foi
determinada (figura 5) (JAMES et al., 1999). O que possibilitou determinar que, diferente da
maioria dos anticorpos, a CDR L3 e a CDR H2 do Alemtuzumab possuem uma maior

contribuicdo na ligagdo ao antigeno que a CDR H3 (JAMES et al., 1999).

Figura 5- Representagdo da estrutura cristalografica do Fab (PDB 1CE1) em cartoon do
anticorpo Alemtuzumab cocristalizado com um mimotopo em stick do peptideo do
CD52. Rosa: cadeia pesada, azul: cadeia leve e preto: mimotopo. Destaque para a regiao
de interagao entre as CDRs do Alemtuzumab e o mimotopo.

Cadeia pesada (H) mimotopo

Fonte: adaptada do RCSB PDB <http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1ce1>, 2016.

A simulacao de dinamica Molecular (DM) permite estudar a estabilidade de anticorpos
ou fragmentos de anticorpos em solucdo ou analisar a interacdo dessas moléculas com
antigenos, por exemplo. Essa técnica ja foi utilizada para se entender a estabilidade térmica do
scFv do anticorpo anti-VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) em detalhes
atoOmicos, por meio da andlise dos fatores estruturais que estdo envolvidos na estabilidade
desse fragmento (WANG; DUAN, 2011). A DM também ja foi utilizada para analisar a
integridade e a estabilidade de novos modelos de scFv, em que o [linker polipeptidico
(GGGGNS), foi substituido por tags, como E-tag, His-Tag e C-myc, eliminando a necessidade
de se utilizar uma tag adicional para a purificacdo e deteccdo do scFv (MOHAMMADI et al.,
2016). A DM foi utilizada também para se conhecer como ocorre a interagdo anticorpo-
antigeno e para projetar novas drogas semelhantes a anticorpos. Como no trabalho de Karim e

colaboradores (KARIM et al., 2015), em que foi possivel realizar predi¢des tedricas do local
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de interagdo mais favoravel entre o scFv do anticorpo anti-p24 e uma variante do epitopo da

proteina p-24 do capsideo do HIV-1.

1.4 Simulacao de Dinamica Molecular

A simulagdo por Dinamica Molecular (DM) ¢é uma ferramenta essencial para o
entendimento da relagdo entre a estrutura e a fungdo de moléculas biologicas. Essa técnica
considera uma molécula como um modelo dinamico em que as movimentagdes internas € as
mudancas conformacionais de um conjunto de atomos sdo essenciais para a determinacao de
sua fungdo (KARPLUS; MCCAMMON, 2002). A partir dos detalhes atomisticos fornecidos
pela simulacido de DM, ¢ possivel acessar informacdes detalhadas sobre a estrutura
tridimensional de uma proteina em equilibrio com um solvente ou interagindo com um
substrato, por exemplo (HANSSON et al., 2002).

As simulacdes de DM podem facilitar a interpretacdo de dados experimentais, por
meio do teste de modelos propostos para descrever fendmenos naturais, resultando em dados
que sao dificeis ou impossiveis de se obter experimentalmente (HOSPITAL er al., 2015).
Além disso, a DM acessa detalhes atomisticos e descreve movimentos moleculares que as
técnicas de cristalografia de raios-X, ressonancia magnética nuclear, espalhamento de
néutrons e espectroscopia de fluorescéncia nao alcancam (VAN GUNSTEREN et al., 2008).

As interagdes entre atomos € moléculas sdo empiricamente descritas como uma fungao
do potencial, da qual derivam as for¢as que atuam sobre cada particula. Com o conhecimento
dessas forgas, ¢ possivel calcular a dindmica dos atomos no sistema usando as equagdes de
movimento de Newton. A fun¢do do potencial consiste de um conjunto de equagdes que
descrevem empiricamente as interacdes entre atomos ligados e ndo ligados (ABRAHAM et
al., 2013). Esta funcdo, juntamente com o conjunto de seus parametros empiricos, ¢ referida
como campo de forga. Este possibilita o calculo do potencial total, V, do sistema a partir de
coordenadas atomicas espaciais e leva em considera¢do a interacdo entre atomos ligados,
incluindo angulos de ligagdo, torcionais e diedrais, e a interacdo entre atomos nao ligados,
como interagdes eletrostaticas, entre as cargas parciais de cada 4tomo, e interacdes de van der
Waals, modeladas pela equagdo de Lennard-Jones (ALLEN; TILDESLEY, 1987)

As equagdes de Newton sdo resolvidas para cada um dos atomos. A forca estd
relacionada com a posicdo do dtomo em um determinado tempo. Através dessas equagoes,
obtém-se a aceleracdo da particula. Na DM, apos determinada a aceleracdo, integra-se as

equacdes de movimento de Newton por algoritmos como o de Verlet (VERLET, 1967), para
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obter a nova posi¢cdo do atomo. As posi¢cdes atdmicas sdo gravadas em arquivos de trajetoria
para posterior analise. As posigdes e a aceleragdo dos dtomos no tempo ¢ sdo utilizadas para
calcular a posi¢do no tempo anterior (¢ - dt) e a nova posi¢ao (¢ + dt). Portanto, conhecendo-se
as posicdes iniciais para cada atomo, as novas posi¢des podem ser calculadas apdés um
intervalo ¢ de tempo.

Portanto, aplicando a integracdo das equagdes de movimento sucessivamente as novas
posigdes, obtidas em sucessivos intervalos de tempo t, ¢ possivel atingir o intervalo de tempo
total e consequentemente obter a trajetoria atobmico-molecular, ao longo do tempo. A partir da
trajetoria obtida da simulagdo, podem ser realizadas analises que permitem o acesso a
informagdes sobre a interacdo entre moléculas e as energias envolvidas nessa interagao.

As etapas de simulagdo de DM sdo essenciais para se obter a trajetéria das moléculas
na caixa de simulacdo e realizar posteriores analises. Primeiramente, se obtém uma
configuragdo inicial das moléculas que irdo compor a caixa de simulacao. Esta configuragao
pode ser obtida a partir de dados cristalograficos do Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et
al., 2000) ou a partir de programas que geram configuracdes iniciais para sistemas complexos
como 0 PACKMOL (MARTINEZ et al., 2009).Depois da obten¢do da configuragdo inicial, é
realizado o célculo das forcas exercidas sobre cada particula do sistema por meio da
determinacdo do campo de for¢a devido as interagdes intermoleculares. Em seguida, ¢
necessario realizar a minimizagdo de energia da interacao entre as moléculas do sistema para
reacomoda-las na caixa de simulacdo e evitar choques entre os atomos. ApOs se obter um
minimo de energia, a estrutura ¢ a dinamica do sistema precisam ser ajustadas para se obter o
estado termodinamico de interesse por meio da termalizagao ou equilibragdo do sistema. Essa
etapa ¢ controlada em ensemble candnico (NVT), representado por nimero de moléculas e
volume fixos e temperatura controlada ou em ensemble isotérmico-isobarico (NPT) (ALLEN;
TILDESLEY, 1987), no qual o niimero de moléculas ¢ fixo e a pressdo e temperatura sdo
controladas para convergir com os parametros de referéncia (BERENDSEN et al., 1984,
1995; HUANG, 1987). Apos a termalizacdo, a caixa estd pronta para ser simulada em NVT ou

NPT. Por fim, sdo realizadas andlises energéticas e estruturais das trajetdrias obtidas.

1.5 Justificativa

A grande incidéncia de cincer e de doengas autoimunes em todo o mundo somados a
falta de cura para tais enfermidades tornam o estudo de novas terapias para essas doencas de

extrema importancia. A obten¢do de anticorpos monoclonais mais efetivos a partir do melhor
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entendimento da interagdo entre esses anticorpos e seus alvos celulares (receptores), como
receptores de membrana, ¢ uma alternativa a terapia dessas doencas. Os anticorpos
monoclonais vém sendo cada vez mais utilizados no tratamento de doengas. O Ministério da
Satde possui grande interesse na producdo desse tipo de anticorpo e de variantes com
melhores caracteristicas (biobetters) para o SUS. Portanto, a busca por uma maior
compreensao dos mecanismos de reconhecimento, interacdo e recrutamento ¢ cada vez mais
necessaria.

Além disso, o reconhecimento especifico entre um receptor € um anticorpo possui um
papel central na resposta imune. Portanto, o desenvolvimento de métodos confidveis para a
predicdo de mutagdes no anticorpo para realcar as interagdes envolvidas nos complexos
receptor-anticorpo € de notoria importancia. Assim, estudos mais aprofundados da interagdo
entre o scFv do anticorpo Alemtuzumab e o CD52 em modelos de membrana, promoverao
uma maior compreensao das bases estruturais e energéticas, que podem ser traduzidas na agao
biolégica do anticorpo e na sua afinidade. Espera-se, com esses estudos, propor modificacdes
que aumentem a afinidade e a eficacia de ligacdo Alemtuzumab-CD52.

Através da necessidade do conhecimento refinado da interagdo anticorpo-receptor em
nivel atomistico-molecular, a simulagdo de DM ¢ uma técnica robusta para prover
informagdes estruturais e energéticas decorrentes desta interagdo e que possibilita propor
modificagdes no scFv do anticorpo Alemtuzumab, a fim de melhorar, por exemplo, sua
afinidade e especificidade pelo CD52. O uso desse fragmento de anticorpo possibilita propor
mutacdes nas regides CDRs do anticorpo, utilizando a DM com um menor custo
computacional em comparagdo a um fragmento maior do tipo Fab ou ao anticorpo completo.
A partir da validagao das mutagdes no scFv que realgam a interagdo scFv-CDS52, torna-se
possivel a reconstrugdo do anticorpo completo com essas mutagdes. Portanto, o entendimento
da interagdo entre o CD52 e o scFv do anticorpo Alemtuzumab, por meio de DM, possibilitara
a proposi¢cdo de mutagdes no scFv que realcem a especificidade e a afinidade do anticorpo

completo pelo CD52.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Construir o fragmento do tipo scFv do anticorpo Alemtuzumab e estudar a sua

intera¢do, de forma estrutural e energética via Dindmica Molecular, com o CD52 modelado
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em membrana de DMPC e em interface n-hexano/agua, a fim de propor mutagdes que possam

realcar a afinidade e a especificidade scFv-CD52.

2.2 Objetivos especificos

a) Construir o scFv com base nas informagdes cristalograficas do fragmento Fab do
Alemtuzumab (PDB 1CE1) e submeter o scFv obtido a Simula¢do de DM;

b) Realizar analises estruturais e energéticas utilizando as trajetorias de DM, para verificar
a estabilidade do modelo construido;

¢) Modelar o CD52 para posterior analise da sua interagdo com o fragmento obtido;

d) Inserir o CD52 em membrana de DMPC e submeté-lo a Simulagdao de DM;

e) Montar o sistema scFv-CD52 em bicamada de DMPC em 4agua e em interface n-
hexano/agua e submeté-los a DM;

f) Realizar analises estruturais e energéticas da interacdo scFv-CD52 a partir das

trajetorias de DM obtidas.

3 METODOLOGIA

O pacote GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulation), versao 5.1.3
(BERENDSEN et al., 1995; LINDAHL; HESS, 2001; SPOEL, VAN DER et al., 2005; HESS
et al., 2008; PRONK et al., 2013; ABRAHAM et al., 2015; PALL et al., 2015), foi utilizado
para as simulagdes de DM, uma vez que contém programas que preparam o sistema para
submissdo a simulacdo e programas de analises. As simulacdes de DM seguiram as etapas de
minimizacdo de energia, para obter a geometria otimizada; termalizacdo e aquisicdo da
trajetoria.

Os parametros utilizados para termalizacdo e simulacdo de todos os sistemas em
estudo incluem controle de temperatura: V-rescale (BUSSI et al., 2007) e pressdao: Berendsen
(BERENDSEN et al., 1984, 1995); integrador: md; temperatura: 310 K; raio de corte para as
interacdes de van der Walls e coulombicas de 1.3 nm. As correcdes para interagcdes
eletrostaticas foram calculadas utilizando o método PME (Darden et al. 1993). O campo de
forca escolhido foi o0 GROMOSS53a6 (OOSTENBRINK et al., 2004). Constraint algorithms
utilizado ¢ o SHAKE (RYCKAERT et al., 1977) que restabelece os comprimentos corretos

das ligacdes entre atomos de moléculas apds uma atualizacdo sem restricdes Dois algoritmos
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especificos, derivados do SHAKE, foram utilizados: LINCS (HESS et al., 1997; HESS, 2008)
para manutencdo das distdncias de ligacdo entre atomos de proteinas ¢ SETTLE
(MIYAMOTO; KOLLMAN, 1992), por ser mais otimizado, para modelo de agua rigida,
reduzindo o custo computacional.

A estabilidade das estruturas das biomoléculas em solugao foi avaliada pelo programa
gmx rms, que calcula o desvio quadratico médio (DQMD ou RMSD — Root Mean Square
Deviation) dos atomos, apds a sobreposicao das estruturas, em configuragdes obtidas ao longo
da simulacdo. O desvio entre as posi¢cdes dos atomos dos carbonos alfa (Ca) foi calculado,
como mostrado na Equagdo 1, apos a sobreposicao dos Ca de duas estruturas (N) com massas

iguais (m), sendo t; a estrutura de referéncia e t, as coletadas ao longo da trajetoria.

N
. 1 2
RMSD(t1,12) = |37 mallri(ts) — ri(to)||” (1

=1

Onde M :Z :‘:1 ml e rj (t) € a posi¢do do atomo i no tempo t.

Os RMSD médios e os desvios sao calculados a partir do momento em que se
considera que a estrutura alcanga o equilibrio (teq). O programa gmx energy foi utilizado para
obtencdo dos perfis de energia configuracional, que incluem o potencial de longo alcance
(eletrostatico) e de curto alcance (Lennard-Jones). O potencial de interagdo intermolecular
(PII) entre os residuos do scFv e os do peptideo do CD52 e entre o scFv e o GPI do CD52
também foi medido ao longo da simulagdo, com o objetivo de determinar quais residuos do
scFv mais contribuem para a interacdo com o CD52. O programa utilizado para essa analise
foi desenvolvido no nosso grupo de pesquisa. A avaliagdo do PII de cada residuo do scFv com
o peptideo e com o GPI do CD52 em cada sistema simulado e, vice versa, utilizou um raio de
corte de 5 A, ou seja, foram contabilizados somente os potenciais entre residuos dentro desse
raio.

O programa Origin 6.0 foi utilizado para lancar em grafico os dados obtidos das
analises da trajetoria. As figuras foram geradas utilizando o software Pymol 1.7.4 (DeLano

Scientific).
3.1 Modelagem e simula¢ao de Dindmica Molecular do scFv

A estrutura do scFv € constituida pelos dominios variaveis das cadeias pesada e leve

(VH e VL, respectivamente) do anticorpo conectadas por uma cadeia polipeptidica (linker).
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As sequéncias do VH e VL (quadro 1) foram obtidas a partir do Fab do Alemtuzumab,
depositado com o codigo 1CE1 no Protein Data Bank (Figura 5). A estrutura do linker
constituida apenas de aminoacidos glicina e serina (GGGGS); para manter sua flexibilidade
(AHMAD et al., 2012), foi construida no programa SwissPDB Viewer 4.1.0 (GUEX;
PEITSCH, 1997), onde foi também conectada aos dominios variaveis. O linker iniciou no C-
terminal do dominio VH e finalizou no N-terminal do VL. O linker foi modelado no pacote
GROMACS, utilizando algoritmos de minimizagdo conjugate gradient (cg) e steep descent
passos de DM com tempos de integragdo curtos. O protocolo de modelagem envolveu ciclos
com e sem solvente com os dominios VH e VL congelados.

O Quadro 1 relaciona os nomes das regides do CD52 e do scFv que foram utilizadas
nas andlises posteriores entre seus atomos, indicando a numeracdo dos residuos e as

sequéncias de aminodcidos dessas regioes.

Quadro 1 - Sequéncias de aminodcidos dos dominios varidveis do anticorpo
Alemtuzumab e do linker que compdem o scFv e do peptideo e epitopo do CD52 com a
respectiva numeracao dos residuos e dos dtomos de acordo com o arquivo do sistema
em formato PDB submetido a simulagao de DM.

Residuos Atomos Sequéncia*
CD52 — peptideo 1-12 2398-2503 GQDDTSQTSSPS
epitopo 9-12 2473-2503 SSPS
scFv 1-243 1-2397

QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTV

SGFTFTDFYMNWVRQPPGRGLEW

IGFIRDKAKGYTTEYNPSVKGRVT

MLVDTSKNQFSLRLSSVTAADTA

VYYCAREGHTAAPFDYWGQGSL

VTVSS
linker 122-136 1234-1317 GGGGSGGGGSGGGGS

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
ASQNIDKYLNWYQQKPGKAPKLL

Dominio VL 137-243 13182397  TYNTNNLQTGVPSRFSGSGSGTDF
TFTISSLQPEDIATYYCLQHISRPRT
FGQGTKVEIK

Dominio VH 1-121 1-1233

*Sequéncias obtidas do Protein Data Bank (PDB).
Fonte: elaborado pelo autor (2017).

A figura 6 mostra as regides determinantes de complementariedade (CDRs) do scFv
do anticorpo Alemtuzumab, que serdo foco das andlises energéticas e estruturais posteriores
da interacdo com o CDS52. A sequéncia dos aminodcidos das regides CDRs (CHOTHIA;

LESK, 1987), esta presente no quadro 2 com as cores relacionadas a figura 6.



Figura 6 - Estrutura do scfv representada em cartoon, destacando as

regidoes CDRs. H1: verde; H2: rosa; H3: laranja; L1: azul; L2: marrom e

L3: vermelho.

Quadro 2 - Numeragdao dos residuos e sequéncia de aminoacidos das
CDRs do anticorpo Alemtuzumab de acordo com o arquivo PDB 1CEl

submetido a simula¢ao de DM.

CDRs Alemtuzumab Sequéncia
H1 DFYMN
H2 FIRDKAKGYTTEYNPSVKG
H3 EGHTAAPFDY
L1 KASQNIDKYLN
L2 NTNNLQT
L3 LQHISRPRT

Residuos

31-35
50-68
101-110
160-170
186-192
225-233

Fonte: elaborado pelo autor (2016).
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O sistema formado pelo scFv e 32060 moléculas de 4gua explicitas no modelo SPC

(BERENDSEN et al., 1981) foi termalizado, ou seja, foi obtida a estrutura de melhor energia

através de DM. Seis ions Cl foram adicionados para neutralizar as cargas liquidas do sistema

formado por uma caixa ctbica de 8.8 nm de aresta.
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3.2 Modelagem e DM do CDS52 inserido em bicamada de DMPC

Foram utilizadas coordenadas atomicas de uma membrana de DMPC e sua topologia,
depositadas no Lipidbook por Kukol (KUKOL, 2009), um portal repositorio de topologia e
coordenadas atomicas (DOMANSKI er al., 2010). O campo de forca utilizado foi o
GROMOSS53a6. Programas do pacote GROMACS foram utilizados para criar o sistema com
DMPC em agua, com dimensionamento de uma caixa com tamanho suficiente 15, 10 e 16.7
nm (X y z) para abrigar 458 moléculas de DMPC e, posteriormente, o sistema completo com o
scFv e o CD52.

A estrutura do GPI foi gerada no Automated Topology Builder (ATB) (MALDE et al.,
2011) que utiliza pardmetros do campo de forca GROMOSS53a6. A ordem dos atomos no
arquivo de topologia foi modificada por programa confeccionado, garantindo que a por¢ao
peptidica ligada ao GPI iniciasse a molécula do CD52. Foi considerada também a inclusao
dos parametros de topologia e campo de forca para a conexao entre o peptideo e o GPI. A
estrutura do peptideo de 12 aminoacidos do CDS52 foi construida no programa PyMOL com
estrutura secundaria em coil linear. Em seguida, o peptideo foi simulado por DM para garantir
que os angulos de Ramachandran estivessem em regides permitidas e essa estrutura foi
conectada a do GPI no PyMOL.

A estrutura do CD52 nao glicosilado (figura 7) ¢ composta por um pequeno peptideo
com 12 aminoacidos (GQDDTSQTSSPS) ligados pelo c-terminal do residuo Serl2 a
fosfoetanolamina de uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (TREUMANN et al.,
1995). Para a discussdao dos resultados, a regido dos residuos 1 a 8 (GQDDTSQT) foi

denominada como pept-8 ¢ a regido dos residuos 9 a 12 (SSPS) como epitopo.
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Figura 7 - Estrutura ampliada do CD52. Verde: peptideo em stick,
vermelho: dominio agicar em esfera e fosfoetanolamina em stick e
branco: cadeia lipidica do GPI.

Fosfoetanolamina + acticares
(Man-Man-Man-GleNH,)

— Inositol + fosfolipidio

Fonte: elaborado pelo autor (2016).

O CDS52 foi inserido na bicamada de DMPC. Esse sistema foi preenchido com 63516
moléculas de agua explicitas no modelo SPC e dois ions Na+ para neutralizar suas cargas
liquidas, formando uma caixa cubica com dimensdes 15, 10 e 16.7 nm nos €ixos X, y € z,
respectivamente. Posteriormente, o sistema foi termalizado e simulado em NPT, a trajetoria de

DM coletada e a estabilidade da estrutura do peptideo e do epitopo foi analisada.

3.3 Simulac¢ao do sistema - scFv, CD52 e membrana de DMPC em agua

A caixa de simulagdo, com dimensodes de 15, 10 e 16.7 nm (X y z), abrigou o sistema a
ser simulado, composta pelo scFv, o CD52, a bicamada de DMPC com 458 moléculas, 62419
moléculas de 4gua explicitas no modelo SPC e 5 ions CI adicionados para manter a
neutralidade de cargas. A simulacdo de DM foi executada em NPT com pressdo (1 atm) e
temperatura (310 K) controladas, durante 300 ns. A trajetoria da simulagdo foi coletada a cada

1000 passos.

3.4 Simulacio do sistema scFv, CD52 inserido em um sistema misto de solventes que

formam duas fases n-hexano/agua

As cabegas polares do modelo de membrana composto por fosfolipidios dificultam a
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difusdo lateral de moléculas, o que para o caso resulta em elevado tempo computacional.
Portanto, foi considerado o uso de um modelo de membrana simplificado que considera
somente 0 ambiente interno, hidrofobico, e externo, hidrofilico, de uma membrana celular.
Uma interface modelada por 4gua e n-hexano representa bem uma interface
hidrofilica/hidrofobica e foi montada em uma caixa de simulagdo contendo, no centro, uma
faixa de 4 nm composta por 2864 moléculas de n-hexano interfaceada por moléculas de agua.
A caixa teve dimensdes de 12,34 nm, 12,34 nm e 10,8 nm para os eixos X, y € z,
respectivamente € foi composta de 2864 moléculas de n-hexano e 31967 moléculas de agua
explicitas no modelo SPC (BERENDSEN et al.,, 1981). Esse modelo de membrana
simplificado possibilita avaliar a interacdo entre o scFv e o CD52 sem a influéncia das cargas
das cabegas polares dos fosfolipidios da membrana de DMPC.

A caixa de simulagdo, com dimensdes de 15, 10 e 16.7 nm (X y z), abrigou o sistema a
ser simulado composto pelo scFv, o CD52, 2864 moléculas de n-hexano, 58336 moléculas de
agua e 5 ions CI sdo adicionados para manter a neutralidade de cargas. A simulacdo de DM
foi executada em NPT com pressdao (1 atm) e temperatura (310 K) controladas, durante 300

ns. A trajetoria da simulacao foi coletada a cada 1000 passos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Modelagem e simulacio de Dinadmica Molecular do scFv

Os perfis de RMSD apresentados na figura 8 permitem analisar a manutencao da
estrutura do scFv em 4gua durante 100 ns de simulagdo. As estruturas dos dominios VH e VL
analisados isoladamente alcancam um maximo em ~10 ns de simulagdo e permanecem
estaveis ao longo do restante da simulacdo, apresentando um RMSD médio de 0,23 + 0,02 nm
e 0,24 + 0,01 nm, respectivamente (tabela 1). Considerando a sobreposicdo de VH e VL sem o
linker (VH-VL) e o posterior calculo de RMSD de VH e VL sem o linker, a curva tem seu
maximo apods 60 ns, com um RMSD médio apds esse tempo de 0,46 + 0,02 nm (tabela 1). O
desvio de 0,02 nm ¢é pequeno, considerando que sdo dois dominios que estdo em contato
direto, além do linker. Uma vez que os RMSD médios de VH e VL separados sao similares (~
0.24 nm) e que para VH-VL o RMSD médio ¢ quase o dobro, implica que ocorreu
reorientagao relativa do dominio VH em relagao a VL, com a manuten¢ao de VH e VL.

A posicao do linker apresenta uma maior alteragdo ao longo da simulagdo, RMSD de



37

0,39 + 0,07 nm (tabela 1). Isso € explicado pela sua estrutura flexivel formada por residuos de
Glicina e Serina (GGGGS)s, que possuem cadeias laterais pequenas que facilitam a tor¢ao dos
angulos diedros vinculados a ligagdo peptidica, ¢ por ndo estarem em contato direto com o0s
dominios VH e VL através de longas cadeias laterais. As diferentes mudangas nas estruturas
de VH, VL, VH-VL e linker permitem definir que ocorreu uma reorientagdo entre VH e VL
que estd dissociada da movimentagdo do linker e que essa reorientagdo nio implica em

mudanca estrutural significativa nas estruturas de VH e VL.

Figura 8 - Curvas de RMSD dos C, das por¢des do scFv em agua ao longo do
tempo de simulacdo. Preto: RMSD do linker (sobreposicio e RMSD do
linker); vermelho: RMSD do VH-VL (sobreposi¢do e RMSD de VH e VL
sem o linker); verde: RMSD de VH (sobreposi¢do ¢ RMSD de VH) e azul:
RMSD de VL (sobreposicao e RMSD de VL).
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Tabela 1 - Dados de média e desvio de RMSD para cada regido do scFv, VH-VL, VH, VL e
linker, calculados a partir do momento que se atinge o equilibrio (te).

Estrutura Média * Desvio (nm) teq (0S)
VH-VL 0,46 = 0,02 60
VH 0,23 £ 0,02 10
VL 0,24 £ 0,01 10
linker 0,39 +0,07 0

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Na figura 9, estdo representadas as estruturas VH-VL em 12 e 100 ns de simulagao,
obtidas através da sobreposicdo do dominio VH nas duas estruturas e mantendo o VL livre. As
posigodes relativas entre VH e VL variam nesses dois momentos, havendo uma torsdo entre
esses dominios. As regides CDR sdo mantidas nas duas configuragcdes, embora variem de

posi¢cdo, como mostrado na figura 9.

Figura 9 — Configuracdes das estruturas de VL representadas
em cartoon em 12 (azul) e 100 (verde) ns de simulagdo. Em
laranja estdo os dominios VH das duas configuragdes
sobrepostos.

Fonte: elaborado pelo autor (2017).



39

4.2 Modelagem e DM do CDS52 inserido em bicamada de DMPC

Na figura 10, s3o mostrados os perfis de RMSD do peptideo do CD52, RMSD médio
de 0,38 + 0,02 nm (tabela 2), e do epitopo, RMSD médio de 0,156 + 0,004 nm (tabela 2). Os
perfis de RMSD mostram que tanto peptideo quanto epitopo mantém as estruturas estaveis
apos atingirem equilibrio estrutural. No entanto, nos ultimos 20 ns o perfil de RMSD mostrou
maiores oscilagdes para o peptideo e manutengdo para o epitopo, o que infere que a estrutura
dos 8 residuos iniciais do peptideo (pept-8) se tornou mais flexivel em relagdo a regido do

epitopo.

Figura 10- Curvas de RMSD dos C, do peptideo (residuos 1-12), do
pept-8 (residuos de 1 a 8) e do epitopo (residuos 9-12) do CD52 pelo
tempo de simulacdo. Preto: RMSD do peptideo do CD52, verde: RMSD
do pept-8 e vermelho: RMSD apenas do epitopo.
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Tabela 2 - Dados de média e desvio de RMSD para o peptideo e o epitopo do CD52,
calculados a partir do momento que se atinge o equilibrio (teq).

Estrutura Média = Desvio (nm) teq (DS)
peptideo 0,38 + 0,02 10
epitopo 0,156 + 0,004 10

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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4.3 Simulacao do sistema - scFv, CD52 e membrana de DMPC em agua

Na figura 11A, a curva de RMSD referente a estrutura do epitopo atinge um maximo
logo apo6s o inicio da simulagdo (~25 ns), indicando o momento em que a estrutura atinge o
equilibrio, com RMSD médio, a partir desse momento, de 0,02 = 0,01 nm (tabela 3). No caso
da estrutura do peptideo do CD52, o equilibrio ¢ atingido em momento similar ao do epitopo,
mas em 133 ns o perfil de RMSD mostra uma descontinuidade e a média foi calculada a partir
desse momento (0,16 £ 0,02 nm), como visto na tabela 3. O baixo RMSD ¢ explicado pelo
peptideo estar localizado entre a bicamada de DMPC e o scFv, o que impede maior
flexibilidade estrutural. O perfil de RMSD para o GPI oscila bastante, com RMSD de 0,51 nm
e um alto desvio de = 0,08 nm, o que ¢ explicado pela grande liberdade da por¢do lipidica,

formada por duas cadeias de 4cidos graxos lineares, inseridas na bicamada de DMPC.

Tabela 3 - Média e desvio de RMSD, calculados a partir do momento que se atinge o
equilibrio (teq), para o peptideo, o epitopo € o GPI do CD52 e para VH-VL, VH, VL e o
linker.

Estrutura Média * Desvio (nm) teq (NS)
GPI 0,51 £ 0,08 0
peptideo 0,16 + 0,02 133
epitopo 0,02 + 0,01 25
pept-8 0,27 +£ 0,06 133
VH-VL 0,21 £0,01 0
VH 0,20 + 0,03 150
VL 0,18 £0,01 0
linker 0,41 £0,03 75

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

A curva de RMSD referente ao pept-8, apds a sobreposicdo apenas dos residuos do
epitopo, mostra uma descontinuidade no mesmo local que para o peptideo completo. Isso
infere que pept-8 ganha flexibilidade a partir de 133 ns com RMSD médio de 0,27 = 0,06 nm,
enquanto o epitopo mantém sua estrutura durante toda a simulagdo (RMSD médio de 0,02 +
0,01 nm). A figura 12 mostra duas configuragdes coletadas nos tempos 133 e 134 ns (antes e
depois da descontinuidade) com diferentes conformacdes do peptideo, evidenciando a

diferenca de orientag@o de pept-8 com a manutengdo do epitopo.
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Figura 11 — A) Curvas de RMSD dos C, do peptideo com sobreposi¢do apenas
do epitopo (pept-8), do epitopo (sobreposi¢do e RMSD do epitopo), do peptideo
(sobreposicdo ¢ RMSD do peptideo) e dos atomos do GPI (sobreposicao e
RMSD do GPI) do CD52. B) RMSD dos C, do linker (sobreposicdo e RMSD do
linker), do VH-VL (sobreposicdo ¢ RMSD de VH e VL sem o linker), do VH
(sobreposicdo e RMSD de VH) e do VL (sobreposicao e RMSD de VL).
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Na figura 11B, a curva de RMSD referente as estruturas de VL e VH-VL atinge um
maximo logo apos o inicio da simulagdo. A estrutura VH-VL atinge o equilibrio com RMSD
médio de 0,21 £ 0,01 nm (tabela 3). O perfil de RMSD de VH mostra um discreto aumento de
~0,15 para 0,2 nm até ~150 ns, o que define, apos esse momento, RMSD médio de 0,20 +
0,03 nm, ligeiramente mais alto que VL de 0,18 + 0,01 nm. A estrutura do linker atinge um
maximo a partir de 75 ns e permanece estavel até o final da simulagdo, com um RMSD médio

de 0,41 = 0,03 nm.
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Figura 12 — Representacdo em sticks das cadeias principais das
configuragdes do peptideo do CD52 em 133 (verde) e 134 ns (azul)
de simulagdo. Dentro do quadro, em destaque os residuos do
epitopo. Os demais residuos pertencentes ao pept-8, fora do quadro.

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

A estrutura do scFv encontra-se bem proxima a membrana (figura 14), devido a uma
forte interacdo entre as cargas liquidas dos grupamento fosfato (-) e colina (+) da membrana
de DMPC e os aminoacidos carregados do scFv. O PII entre o scfv e o DMPC decrescente
(figura 13) comprova a forte interacdo atrativa entre o scFv e a extremidade polar da

bicamada de DMPC, que atinge um PII médio de -594.9 + 47,6 entre 150 e 300 ns.
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Figura 13 — Curva do potencial de interagdo intermolecular entre
os atomos do scFv e a membrana de DMPC. rcut = 1,3 nm.
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Figura 14 - Estrutura ampliada do scFv em cartoon interagindo com o CDS52 inserido em
DMPC. Cinza: DMPC; amarelo: scFv; verde: peptideo em stick; vermelho: agucar e
fosfoetanolamina em esfera e branco: cadeia lipidica em esfera.

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

O perfil do potencial de interacdo intermolecular (PII) entre os 4&tomos do scFv e dos
componentes do CD52 em DMPC esta representado na figura 15. A interacdo entre o scFv e o
peptideo do CD52 ¢ atrativa, uma vez que todos os potenciais dos componentes sdo menores

que zero. A curva de PII entre scFv-peptideo e scFv-pept-8 sdo muito similares, alcanca
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minimo em ~ 50 ns e mantém forte oscilagdo durante a DM. Essa similaridade entre as curvas
denota que a regido pept-8 ¢ a que mais interage atrativamente com o scFv e ndo a regido do
epitopo. Os perfis também apresentam a descontinuidade no mesmo periodo visto na curva de
RMSD, entre 133 e 134 ns, nesse caso mais discreta. Os PII médios entre scFv-pept-8 e scfv-
peptideo, no periodo de 50 a 133 ns, sdo de -80,0 £ 8,5 kcal.mol”! ¢ -86,4 + 10,3,
respectivamente (tabela 4). Ap6s a mudanga estrutural, os PII passam a ser de -81,1 £ 7,0
kcal. mol™ e -95,6 + 10,1 kcal.mol™'. O menor PII apds 135 ns em conjunto com a mudanga
estrutural na regido de pept-8 define que ocorreu uma mudanca estrutural dessa regido do
peptideo do CDS52 para realgar a interacao com o scFv.

O perfil de PII entre scFv-epitopo revela que até 25 ns de DM a interagdo scFv-
epitopo era mais atrativa que entre scFv-pept-8. Apds 25 ns, o PII médio de -13,9 £ 7,0
kcal.mol™ (tabela 4) entre o epitopo e o scFv se mantém até o final da simulacio e infere uma
interagdo menos atrativa que a regido pept-8. A interagdo entre o scFv e o GPI ¢ também
atrativa, com PII médio de -27.6 + 9,3 kcal.mol” (tabela 4). O PII infere que a interacdo do

scFv com o peptideo do CD52 ¢ mais atrativa que a interagao de scFv com o GPI.

Figura 15 - Curva do potencial de interagdo intermolecular entre os
atomos do scFv e os atomos dos componentes do CD52 em DMPC.
rcut = 1,3 nm.
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Tabela 4 — PII médios e desvios, calculados a partir do momento que se atinge o equilibrio
(teq), para a interagdo entre os componentes do CD52 (epitopo, pept-8, peptideo e GPI) e o
scFv.

Interacao PII médio + Desvio (kcal.mol™) teq (NS)
epitopo-scFv -13,9+ 7,0 25
pept-8-scFv -80,0 £ 8,5 50

peptideo-scFv -86,4+ 10,3 50

GPI-scFv -27,6 £9.3 0

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

As regioes do scFv que apresentam maior interagdo atrativa com o peptideo do CD52
sao as CDR H2, L1 e L3 (figura 16A). Isso ocorre devido a presenca de residuos carregados
positivamente, Lys54, Lys56, Arg52, Lys167, Arg230 e Arg232, com potenciais de interagado
mais negativos e, portanto, de atragao ao CD52, o que corrobora o ja descrito por James et al.,
1999, que, de acordo com a estrutura cristalografica, as regides que desempenham um papel
mais significativo na ligacdo ao CD52 sao as CDR L3 e H2.

A CDR H2 possui grande contribui¢do na interagdo com o peptideo, onde ¢
observado varios residuos com PII < 0, e também interage com a ancora de GPI (figuras 16A
e 18). Esses residuos em sua maioria sdo basicos Arg52, Lys54 e Lys56, mas ha também o
acido Aspl37 e apolar Ala55, como mostrado na figura 16B. As CDR HI e H3 sdo as que
possuem residuos com PII mais repulsivos, residuos carregados negativamente, Glu e Asp,
pois sofrem repulsao com os residuos Asp3 e 4 do peptideo do CD52.

A Lys56 interage atrativamente com os residuos Ser10 e Ser12 do epitopo (figura 17),
o que torna esse residuo crucial para a interacdo especifica Alemtuzumab-CD52, uma vez que
interage com a regido do epitopo. J4 se tem descrito na literatura por Somerfield e
colaboradores (SOMERFIELD et al., 2010) a proposicdo de um mutante (Lys56Asp) e por
Gilliland e colaboradores (GILLILAND:; et al., 1998) mutantes dos residuos Lys54 e Lys56,

também por Asp, conferindo uma menor imunogenicidade para o anticorpo Alemtuzumab.



46

Figura 16 - A) Distribuicao de PII entre cada residuo do scFv com o peptideo do
CDS52 inserido em bicamada de DMPC com rcut = 0,5 nm. B) Distribui¢ao de PII
entre cada residuo do scFv com a ancora de GPI. Os retangulos coloridos
delimitam as regides CDRs. Verde: HI1; rosa: H2; laranja: H3; roxo: L1 e
vermelho: L3.
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Figura 17 — Representagdo em cartoon da interface de interagdo scFv-CD52,
evidenciando a interagdo do residuo Lys56 em stick da CDR H2 (rosa) do scFv com os
residuos Ser10 e Ser12 em stick do epitopo do CD52.

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Figura 18 — Representacdo da interface de interagdo
scFv-CD52, evidenciando em stick residuos da CDR H2
que interagem com o GPI do CD52. Cinza: scFv; rosa:
H2; vermelho: agtcar e fosfoetanolamina do GPI em
dots € branco: cadeia lipidica do GPI em esfera.

A

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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A figura 19 mostra a distribuicdo de PII de cada residuo do peptideo interagindo com o
scFv. Os residuos do peptideo, em geral, ndo apresentaram um potencial que representa uma
interacdo muito atrativa. O residuos que apresentaram menor energia de interagao foram Asp3
(-16,17 kcal.mol-1) e Asp4 (-22,97 kcal.mol-1), sendo os residuos que mais interagem com o

scFv.

Figura 19 - Potencial de interagdo de cada residuo do peptideo do CD52
com o scFv em DMPC, em um rcut = 0,5 nm.
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4.4 Simulacao do sistema scFv, CDS52 inserido em um sistema misto de solventes que

formam duas fases n-hexano/agua

Na figura 20A, a curva de RMSD mostra que as regides do epitopo e peptideo atingem
o equilibrio estrutural em ~75 ns, com RMSD médios de 0,13 + 0,01 nm até 190 ns e de 0,26
+ 0,03 nm até 155 ns (tabela 5), respectivamente. Posteriormente, sdo observadas oscilagdes
no perfil de RMSD para o peptideo em ~ 155 ns e em ~190 ns para o epitopo, indicando
mudanga estrutural de ambos, sendo maior para a regido pept-8 e menor para regido do
epitopo, como observado na curva com maior RMSD. O perfil d¢ RMSD para o pept-8
apresentou desvio bem maior, RMSD médio de 0,70 = 0,11 nm (tabela 5), em relagdo ao perfil
de RMSD do epitopo. Isso mostra que o epitopo ndo € o responsdvel pela variagdo de

conformagdo da estrutura do peptideo durante a simulagdo, mas sim os residuos que ndo



49

pertencem ao epitopo. A figura 21 mostra quatro configuragdes do peptideo coletadas nos
tempos 38, 118, 198 e 260 ns, instantes em que ele apresenta diferentes conformagdes
estruturais, evidenciando a diferenca de orientagdo de pept-8 com a manutencao do epitopo.

O RMSD médio do peptideo entre as simulagdes no sistema n-hexano e DMPC sao
distintos, como visto comparando os RMSD médios nas tabelas 3 ¢ 5. O maior desvio para n-
hexano ¢ decorrente da maior liberdade conformacional da estrutura do peptideo na interface
n-hexano/agua que em DMPC/agua, em funcdo da presenga dos grupos carregados, fosfato e
colina, na extremidade do DMPC. A diferenca nos tempos de equilibrio estrutural mostra o
perfil para o GPI, que oscila mais em n-hexano que em DMPC, com RMSD de 0,75 nm e um
alto desvio de + 0,10 nm, ja que o n-hexano ¢ hidrofobico e toda a estrutura do GPI esta livre

para se movimentar.

Figura 20 - A) Curvas de RMSD dos C, do peptideo com sobreposi¢ao
apenas do epitopo (pept-8), do epitopo (sobreposicio e RMSD do
epitopo), do peptideo (sobreposicao e RMSD do peptideo) e dos dtomos
do GPI (sobreposicao e RMSD do GPI) do CD52. B) RMSD dos C, do
linker (sobreposicdo ¢ RMSD do linker), do VH-VL (sobreposicao e
RMSD de VH e VL sem o linker), do VH (sobreposicao ¢ RMSD de
VH) e do VL (sobreposigao e RMSD de VL).
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Na figura 20B, a curva de RMSD referente a VH-VL atinge um méaximo ap6s 110 ns
de simulacdo. A estrutura atinge o equilibrio com RMSD médio de 0,32 + 0,02 nm (tabela 5).
A estrutura do VH atinge um méximo apoés 110 ns com RMSD médio de 0,32 £ 0,02 nm e do
VL, de 100 até 275 ns, com RMSD médio de 0,19 + 0,02 nm. O perfil de RMSD do VH segue
o mesmo perfil do VH-VL, o que permite inferir que a movimentagdo dos atomos de VH-VL
esta relacionada a movimentagdo dos atomos de VH. A estrutura do linker atinge um maximo

logo apds o inicio da simulagdo (~10 ns), com um RMSD médio de 0,39 + 0,03 nm.

Tabela 5 - Média e desvio de RMSD, calculados a partir do momento que se atinge o
equilibrio (teq), para o peptideo, o epitopo e o0 GPI do CD52 e para VH-VL, VH, VL e
o linker do scFv.

Estrutura Média % Desvio (nm) (teq)
GPI 0,75+ 0,10 0
peptideo 0,26 = 0,03 75
epitopo 0,13 £0,01 75
pept-8 0,70 £ 0,11 75
VH-VL 0,32 + 0,02 110
VH 0,32 + 0,02 110
VL 0,19 + 0,02 100
linker 0,39 £ 0,03 10

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Figura 21 — Representacdo em sticks das cadeias principais das
configuragdes do peptideo do CD52 em 38 (verde), 118 (azul claro),
198 (roxo) e 260 ns (amarelo) de simulagdo. Dentro do quadro, em
destaque os residuos do epitopo sobrepostos. Os demais residuos
pertencentes ao pept-8, fora do quadro.

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

No sistema com interface n-hexano/agua, o scFv encontra-se proximo ao n-hexano
(figura 23), com menor interacdo atrativa com o n-hexano do que o observado para o DMPC.
Essa informagao ¢ ratificada comparando-se os PII médios entre scFv-n-hexano, -207,5 + 20,3
kcal.mol™ apos ~10 ns (figura 22), e scFv-DMPC (figura 13). A intera¢do do scFv com o n-
hexano ¢, aproximadamente, quatro vezes menos atrativa que com o DMPC (PII médio de -

594.9 + 47,6 kcal.mol™).
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Figura 22 — Curva do potencial de intera¢do intermolecular entre os
atomos do scFv e o n-hexano. rcut = 1,3 nm.
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Figura 23 - Estrutura ampliada do scFv em carfoon interagindo com CD52 em n-
hexano. Cinza: n-hexano; amarelo: scFv; verde: peptideo em stick; vermelho: actcar e
fosfoetanolamina do GPI em esfera e branco: camada lipidica do GPI em esfera.

Fonte: laborado pelo autor (2017).

Os pertis do PII entre o scFv e os componentes do CD52 na interface n-hexano/agua
sdo mostrados na figura 24. A intera¢do entre o scFv e os componentes do CD52 ¢ atrativa,

uma vez que todos os potenciais dos componentes sdo menor que zero. A curva de PII entre
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peptideo-scFv e pept-8-scFv sdo muito similares, alcanga minimo ap6s 250 ns e mantém forte
oscilagdo até proximo de 250 ns. Essa similaridade entre as curvas denota que a regido pept-8
¢ a que mais interage atrativamente com o scFv e ndo a regido do epitopo. Os perfis também
apresentam uma descontinuidade no mesmo periodo visto na curva de RMSD, por volta de
250 ns, com aumento da interagdo atrativa do pept-8 pelo scFv. Os PII médios entre pept-8-
scFv entre 50 ns e 245 ns é de -23,5 + 15,5 kcal.mol™ (tabela 6). Apds 250 ns, o PI médio
passa a ser de -111,0 + 28,9 kcal.mol™. O menor PII ap6s 250 ns em conjunto com a mudanga
estrutural na regido de pept-8 define que ocorreu uma mudanca estrutural dessa regido do
peptideo do CDS52 para realgar a interacao com o scFv.

O perfil do PII entre epitopo-scFv revela que a interagdo se mantém durante quase
toda a simulagio com PII médio de -22,2 + 9,6 kcal.mol™ (tabela 6), o que infere uma
interagdo menos atrativa epitopo-scFv que pept-8-scFv. A interacdo entre o scFv e o GPI ¢
também atrativa, com PII médio de -96,6 = 10,6 kcal.mol'l(tabela 6), apos 50 ns. Esse PII
infere que a interacdo do GPI com o scFv € mais atrativa que a interacdo do peptideo com o
scFv (PII médio de -42,4 + 16,3 kcal.mol™) (tabela 6) até 250 ns de simula¢do. Apods esse
momento, o peptideo passa a ter um PII mais atrativo pelo scFv (-132,8 + 29,3 kcal.mol™) que

o GPL

Figura 24 - Curva do potencial de interagdao intermolecular entre os
atomos do scFv e os atomos dos componentes do CD52 em interface
n-hexano/agua. rcut = 1,3 nm.
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Tabela 6 — PII médios e desvios, calculados a partir do momento que se atinge o equilibrio (tc),
para a interagdo entre os componentes do CD52 (epitopo, pept-8, peptideo e GPI) e o scFv.

Interacao PII médio + Desvio (kcal.mol™) teq (NS)
epitopo-scFv -22,24+9,6 0
pept-8-scFv -23,5+15,5 50

peptideo-scFv -42,4+ 16,3 50

GPI-scFv -96,6 = 10,6 50

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Nos sistemas com n-hexano e com DMPC, as regides de maior importancia para a
interagdo anticorpo-antigeno sao as regioes CDR H2, L1 e L3, com residuos carregados
positivamente possuindo energias potenciais mais atrativas, apesar de os residuos das CDR L1
e L3 ndo apresentarem potencial de interacdo tdo atrativos (figura 25A) quanto mostrado no
na figura 16A. Para esse sistema, apenas a CDR HI1 apresentou grande potencial repulsivo
(figura 25A), devido a presenga do residuo negativo Asp31.

Os residuos carregados positivamente da CDR H2 (Arg52 e Lys67) e o Aspl37
contribuem para uma interacao atrativa do scFv com o GPI (figura 27), onde ¢ observado
residuos com PII < 0 (figura 25B). Os PlIs entre esses residuos € o GPI revelam uma maior
atratividade em relacdo aos observados no sistema com DMPC (Arg52, Ala55, Lys56 e
Asp137). Além disso, foram detectados os residuos GInl63 e Aspl66 (CDR L1) com PII
atrativos, que nao foram observados no sistema com o DMPC. Portanto, essa comparagao
entre os PII dos dois sistemas mostra que a interface n-hexano/dgua permite uma maior
interacao do scFv com o GPI, em relagao ao DMPC.

A figura 26 mostra a representacdo da interface que inclui a interagdo entre os
residuos Lys54, interagindo com os residuos Asp3, Asp4, Thr5; e Lys56 do scFv, interagindo
com a Ser12 do peptideo do CD52. A Lys 54, em interface n-hexano/agua, ndo interage com
residuos do epitopo, mas sim com residuos do pept-8. O que ¢ explicado pela maior
movimentagdo do peptideo, permitindo que o scFv interaja com outras regides do peptideo

além do epitopo.
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Figura 25 - A) Distribuigdo de PII entre cada residuo do scFv com o peptideo do CD52
inserido em n-hexano com rcut = 0,5 nm. B) Distribui¢do de PII entre cada residuo do scFv
com a ancora de GPI. Os retangulos coloridos delimitam as regides CDRs. Verde: HI; rosa:
H2; laranja: H3; roxo: L1 e vermelho: L3.
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Figura 26 - Representacdo em cartoon da interface de interagdo scFv-
CD52, evidenciando a interagcdo dos residuos Lys54 e Lys56 em stick da
CDR H2 (rosa) do scFv com os residuos Asp3, Asp4 e Thr5 e Serl2 em
stick do peptideo (bege) do CD52.
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Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Figura 27 - Representacdo da interface de interagdo scFv-CDS52,
evidenciando residuos das CDRs que interagem com o GPI do
CD52. Cinza: scFv; rosa: H2; azul: L1; vermelho: agucar do GPI e
branco: cadeia lipidica do GPL.
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A figura 28 mostra a distribui¢do de PII de cada residuo do peptideo interagindo com o
scFv em interface n-hexano/agua. Os residuos do peptideo, em geral, apresentam um
potencial que representa uma interagdo mais atrativa em relagdo ao sistema com DMPC. Isso
ocorre devido ao peptideo estar mais livre em n-hexano, assim interage mais com o scFv. Os
residuos que apresentaram menor energia de interagdo também foram Asp3 (-21,91 kcal.mol-
1) e Asp4 (-29,16 kcal.mol-1), sendo os residuos que mais contribuem para a interagdo com o

scFv.

Figura 28 - Potencial de interacao de cada residuo do peptideo do CD52
com o scFv em interface n-hexano/agua, em um rcut = 0,5 nm.
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5 CONCLUSAO

O scFv do anticorpo Alemtuzumab, construido a partir dos dados cristalograficos do
Fab (PDB 1CEl), se mostrou estavel em agua. Foi observada uma mudanga da posi¢do
relativa entre VH-VL, com manuteng@o das estruturas de VH e VL. A estrutura e topologia do
CD52 foram obtidas e ele se mostrou estavel nas simulagdes de DM.

O modelo de membrana de DMPC em bicamada de fosfolipidio € eletricamente
neutro, uma vez que o DMPC ¢ formado por cabecas polares compostas dos grupos colina

(carregado positivamente) e fostato (negativamente). A estruturagdo caracteristica da
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bicamada de fosfolipidios do DMPC dificulta a movimentagdo do GPI, principalmente a
difusdo lateral, e dificulta, também, o maior contato entre o scFv ¢ o GPI. Da mesma forma,
esse modelo de membrana dificulta a aproximacdo dos residuos do scFv e o CD52. A
interface n-hexano/agua realgou a interagdo do scFv com o CD52, permitindo uma maior
aproximacao scFv-GPI em relacdo ao modelo de DMPC. Isso possibilitou identificar residuos
da CDR L1, que interagem com o GPI, que ndo haviam sido observados no sistema com o
DMPC. O n-hexano permitiu uma maior movimentacao do GPI que o DMPC, o que realgou a
interagdo atrativa entre o GPI e o scFv no sistema com interface n-hexano/agua.

A partir das analises do Potencial de Interagao Intermolecular (PII) e estruturais na
formacao do complexo scFv-CD52, foi possivel determinar as regides CDR do scFv que mais
contribuem para a interagdo com o CD52 (CDR H2, L1 e L3) nos dois sistemas analisados.
Além disso, foi possivel também determinar os residuos de maior interagcdo entre o complexo
scFv-CD52, os residuos com carga positiva foram os que mais contribuiram para a atragao
scFv-CD52. Ja os residuos com carga negativa contribuiram para uma repulsao.

Portanto, a metodologia e abordagens utilizadas para se analisar a interacao scFv-
CD52 permitiram identificar residuos-chave para realcar a afinidade do anticorpo
Alemtuzumab pelo CD52. As sugestdoes de mutagdes de residuos nao foram apresentadas no
seguinte trabalho em decorréncia de necessidade de manutengdo do sigilo para garantia da

propriedade intelectual.
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