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RESUMO

A integrina a4l (ou VLA-4) é uma proteina transmembranar amplamente expressa na
superficie de células imunes, principalmente em mondcitos e linfécitos T, estando envolvida
no mecanismo de extravasamento de leucdcitos, etapa essencial para o desenvolvimento de
processos inflamatérios. Em razdo disso, VLA-4 estd associada a doencas inflamatdrias
cronicas de grande impacto na saide publica, como Asma, Artrite Reumatoide e Esclerose
Muiltipla, sendo, assim, um importante alvo para terapias de patologias humanas. Um
composto anti-VLA-4 comercializado é o Natalizumabe, anticorpo monoclonal utilizado no
tratamento de esclerose multipla, associado, porém, a um alto custo de producdo e risco
aumentado para a infeccdo oportunista Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva, além de
ndo ser especifico para essa integrina. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho € propor uma
estrutura tridimensional para trés nanocorpos com potencial inibidor de VLA-4 e realizar sua
producdo em sistema heter6logo de expressdo, como estratégias iniciais de desenvolvimento
de antagonistas de VLA-4 no formato VHH. Assim, sdo apresentadas as estruturas
tridimensionais desses anticorpos, obtidas por modelagem comparativa usando o programa
MODELLER, bem como a expressdo soluvel em E. coli SHuffle pLysS, a 15 °C, por 16 h, e
purificacdo eficiente por cromatografia de afinidade. Em sintese, os resultados sdo
promissores no desenvolvimento de nanocorpos anti-VLLA-4 e orientam as proximas etapas de
trabalho, que incluem o refinamento da modelagem das CDRs das estruturas preditas,
refinamento da metodologia de purifica¢do, quantificacdo do rendimento e andlise funcional

desses nanocorpos.

Palavras-chave: Modelagem comparativa; Tecnologia recombinante; VHH.



ABSTRACT

The a4P1 (or VLA-4) integrin is a transmembrane protein widely expressed on the surface of
immune cells, mainly on monocytes and T lymphocytes, being involved in the mechanism of
leukocyte extravasation, an essential step for the development of inflammatory processes. As
a result, VLA-4 is associated with chronic inflammatory diseases of great public health
impact, such as Asthma, Rheumatoid Arthritis and Multiple Sclerosis, thus being an important
target for therapies for human pathologies. A commercialized anti-VLA-4 compound is
Natalizumab, a monoclonal antibody used in the treatment of Multiple Sclerosis, associated,
however, with high production cost and increased risk for the opportunistic infection of
Progressive Multifocal Leukoencephalopathy, in addition to not being specific for this
integrin. In this context, the objective of this work is to propose a three-dimensional structure
for three nanobodies with VLA-4 inhibitory potential and carry out their production in a
heterologous expression system, as initial strategies for the development of VLA-4
antagonists in the VHH format. Thus, the three-dimensional structures of these antibodies,
obtained by comparative modeling using the MODELLER program, are presented, as well as
the soluble expression in E. coli SHuffle pLysS, at 15 °C, for 16 h, and efficient purification
by affinity chromatography. In summary, the results are promising in the development of anti-
VLA-4 nanobodies and guide the next work steps, which include the refinement of the
modeling of the CDRs of the predicted structures, refinement of the purification methodology,
quantification of the yield and functional analysis of these nanobodies.

Keywords: Comparative modeling; Recombinant technology; VHH.
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1 INTRODUCAO

As integrinas, proteinas integrais de membrana assim denominadas devido a sua
capacidade de ligar a matriz extracelular (MEC) ao citoesqueleto, estdo presentes em todos os
metazodrios, sdo consideradas os principais receptores de adesdo celular e sdo responsaveis
por mediar a transmissdo de sinal por meio da membrana plasmaética, tanto do interior para o
exterior da célula quanto no sentido contrario.' 2

A hipétese de existéncia de um ligante da MEC ao citoesqueleto surgiu ainda na
década de 1970, com evidéncias acumulando-se ao longo dos anos que se seguiram.? No
entanto, somente em 1986 o primeiro trabalho relatando a estrutura dessa proteina foi
publicado, no qual foi proposto um modelo formado por uma por¢do extracelular longa, um
dominio transmembranar de extensdo tinica e uma regido citoplasmatica curta.?

A descoberta dessas proteinas impulsionou uma série de pesquisas, com as
integrinas apresentando-se como importante ‘“hotspor” de estudos em biologia celular e
molecular, biologia estrutural, fisiologia, genética, patologia e imunologia.*

1.1 Evolucao: integrinas, adesao celular e Metazoa

A origem da multicelularidade animal, e, portanto, dos metazodrios, € uma das
principais modificacOes evolutivas, adquirida multiplas e independentes vezes na arvore de
eucariotos, sendo acompanhada de distintos sistemas moleculares com func¢des semelhantes,
incluindo adesdo celular, cujas moléculas envolvidas ilustram a grande conservagdo entre
organismos diferentes.>-

A adesdo celular e a MEC estdo intimamente ligadas a integridade celular dos
metazodrios, o que sugere que o ancestral comum possuiu, em algum nivel, componentes de
adesdo celular e conexdes celulares basicas.”® Entre os mecanismos de adesdo celular mais
importantes para o desenvolvimento dos metazodrios estd o mediado por integrinas, cujos
genes para as subunidades a e B sdo identificados em protistas funcionalmente distintos, como
na ameba Capsaspora owczarzaki, no flagelado marinho de vida livre Amastigomona sp., e
em Sphaeroforma arctica, parasitas artropodes formadores de coldnia, o que sugere o papel
precursor da sinalizacdo cldssica das integrinas.” 1

Além disso, entre os invertebrados, dois organismos modelos, o verme
Caenonhabditis elegans e a mosca Drosophila melanogaster, apresentam proteinas
homélogas ancestrais das subunidades a e B.!! O organismo C. elegans apresenta duas
subunidades alfa, enquanto a D. melanogaster, cinco, que encontram correspondentes entre 0s
vertebrados, mas nio estdo intimamente relacionadas a nenhuma familia particular, o que é

similar para as subunidades 3, com uma ocorrendo em C. elegans e duas em D. melanogaster.
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Esse conjunto minimo de integrinas em invertebrados distintos, portanto, evidencia o
processo de adesdao mediado por integrina como um processo essencial a vida ao longo da
evolucdo.!?

Ademais, o subgrupo estrutural e funcionalmente tnico de algumas subunidades a
de integrinas, denominado dominio al (dominio “inserido”) especifico ou aA (por sua
similaridade ao fator von Willebrand A — vWA), importante no reconhecimento dos ligantes
das integrinas correspondentes, ndo foram encontrados em C. elegans e D. melanogaster, mas
foram identificados no urocordado Ciona intestinalis, indicando que a inser¢do desse dominio
surgiu em um progenitor comum das linhagens de ascidias e dos vertebrados.!! 13

Portanto, as evidéncias gendmicas indicam que a origem do conjunto de genes de
integrinas dos metazodrios antecede a origem desses organismos (figura 1), o que reflete a
importancia dos mecanismos funcionais associados as integrinas, e que se diversificou entre

0S metazoarios.

Figura 1 — Arvore filogenética dos opisthokonts e origem putativa
das integrinas.

Metazoa

< Choanoflagellates

Ministeria vibrans

Holozos

Capsaspora owczarzaki

Amoebidiwm parasiticum

—~Sphaeroform arctica

Opisthokonts Creolimax fragantissima
Origem do
adesoma FU n g i
integrina
_:Nucleariu simplex
Fonrticula alba
Apusozoa

\mastigomonas sp

< Amoebozoa

Fonte: Adaptado de Sebé-Pedrés e Ruiz-Trillo (2010). Em vermelho sao
identificados os tdxons que apresentam uma maquinaria de adesdo mediada por
integrinas. A origem das integrinas antecede a origem de Fungi e Metazoa, tendo
sido perdida posteriormente em fungos e coanoflagelados.

1.2 Estrutura das integrinas

As integrinas sdo proteinas heterodiméricas formadas pelas subunidades o e § ndo
covalentemente ligadas.'* Em vertebrados sio conhecidas 18 subunidades o e oito
subunidades 3, que combinadas resultam em 24 integrinas diferentes, com funcdes especificas
e nao redundantes, estando envolvidas em distintos e importantes mecanismos bioldgicos, o
que é evidenciado, por exemplo, pela especificidade de ligantes.! 1°

Ambas as subunidades apresentam um grande ectodominio de 80 a 150 kDa, um

unico dominio transmembranar sob a forma de a-hélice, e, excetuando a integrina 4, uma
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cauda citoplasmatica curta e amplamente ndo estruturada formada por 10 a 70 residuos de
aminodcidos (figura 2).'% '® A por¢do extracelular da subunidade o é formada por >940
residuos de aminodcidos, sendo constituida por quatro dominios (ou cinco para as
subunidades o que possuem o dominio al), enquanto a subunidade B, composta por >640
residuos, apresenta oito dominios, incluindo um dominio I (BI).!%!7

Figura 2 — Representacdo estrutural de uma integrina ol.

A
cabega =
c
o
v
o
Hybrid
cauda high
| L FEGF1 Y
P I-EGF2
ey I-EGF3 g
cauda I-EGFA4
Calf-2 B-tail g
™ ™
Cyto Cyto

C C

Fonte: Adaptado de Luo, Carman e Springer (2007). Os dominios
extracelulares, transmembranares (TM) e citoplasmaéticos (Cyto)
sdo apresentados. Os ectodominios de ambas as subunidades sdo
divididos em “cabeca” e “cauda”.

Os ectodominios das subunidades o consistem em um dominio I, no caso de nove
subunidades a, um dominio f-propeller, um dominio do tipo thigh e dois dominios do tipo
calf (calf-1 e calf-2).'% 1 A porcio extracelular da subunidade B, por sua vez, é formada por
oito dominios com interconexdes flexiveis e complexas, que consistem em um dominio I,
um dominio hibrido, um dominio PSI (Plexina-Semaforina-Integrina), quatro dominios ricos
em cisteina EGF (do inglés, Epidermal Growth Factor) e um dominio p-tail.'® Os
ectodominios ol e f-propeller da subunidade o e o BI da subunidade P s@o particularmente
importantes devido ao seu envolvimento na interacdo da integrina com os ligantes
extracelulares.

O dominio pS-propeller localiza-se na regido N-terminal da subunidade o e ¢é
composto por sete folhas-B (cerca de 60 aminodcidos cada), em forma de sete 1aminas, cada
uma contendo quatro fitas P anti-paralelas.?” 2! Nas regides de loop das laminas de quatro a
sete sdo localizados quatro sitios de ligacdo de Ca’* expostos a solvente, presentes na regio
inferior do dominio S-propeller, opostos a interface das subunidades o e B.2"*?* Nas integrinas
al, o dominio I interrompe o S-propeller, apresentando-se entre as laminas dois e trés, sendo

caracterizado principalmente pela ocorréncia de um sitio de coordenacao de cations bivalentes
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(Mn?**, Mg?* e Ca?*), denominado MIDAS (do inglés Metal Ion-dependent Adhesion Site),
que se liga a residuos negativamente carregados presentes em ligantes.??

O dominio PI estd inserido no dominio hibrido, ¢ homélogo ao dominio ol e
consiste em uma folha-p central de seis fitas cercada por oito hélices, que contém um motivo
MIDAS, cuja geometria geral de coordenagiio metal-ligante é semelhante a de al.?!?* Além
disso, dois sitios adicionais importantes sdo identificados nesse dominio, o ADMIDAS (do
inglés Adjacent to Metal lon-dependent Adhesion Site) e o SyMBS (do inglés Synergistic
Metal Ion Binding Site). O motivo ADMIDAS ¢ um sitio de ligacdo de fons metdlicos,
podendo ser ocupado por Ca>* e Mn?*, ligando-se preferencialmente ao primeiro, sendo um
sitio inibitério de liga¢do ao Ca’* e importante para a estabilizacdo e mudanca conformacional
da proteina para sua forma ativa, mas ndo essencialmente para a ligacdo do ligante ao
MIDAS.?” O dominio SyMBS, por sua vez, é responsivel pela sinergia de Ca®*, em que
baixas concentragdes de Ca’*e de Mg** cooperam para a ligacdo do ligante as integrinas, de
modo que esses metais sdo previamente carregados antes da ligacio do ligante.2%

Assim, para as integrinas que apresentam o dominio al, este reconhece e interage
diretamente com o ligante, enquanto naquelas que ndo possuem, o sitio de ligacdo consiste na

interface entre o dominio S-propeller da subunidade a e o BI da subunidade B.??

1.3 Sinalizacao bidirecional e regulacao das integrinas

As integrinas estabelecem conexao estrutural entre o interior celular e o ambiente
extracelular, uma vez que seus ectodominios reconhecem ligantes expressos na superficie de
outras células ou na MEC, e os citoplasméticos ligam-se a proteinas do citoesqueleto.”® Assim,
os sinais sdo transmitidos de modo bidirecional através da membrana, ocorrendo de fora para
dentro (sinalizag¢do outside-in) e de dentro para fora da célula (sinalizacdo inside-out), que,

por sua vez, ndo é uma via de sinaliza¢io comum a maioria dos receptores celulares.?® %

Os mecanismos de sinalizagdo exigem e provocam a constante alteracdo dos
estados conformacionais das integrinas, os quais estdo diretamente associados aos estados
inativo e ativo desses receptores.?® Os estados conformacionais (figura 3) incluem um estado
dobrado de baixa afinidade, um estado intermedidrio, caracterizado por uma estrutura
estendida, mas também de baixa afinidade, e um estado estendido de alta afinidade, no qual a
integrina encontra-se totalmente ativada.’! Desse modo, a extensio das “caudas” e abertura da
“cabeca” das integrinas sao duas mudangas estruturais que definem seus estados ativo e

inativo e ocorrem em respostas a sinais bidirecionais transmitidos pelo préprio receptor.?®



20

Figura 3 — Estados conformacionais e mecanismos de ativagao das
integrinas.
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Fonte: Adaptado de Bouvard et al. (2013). FAK - Focal Adhesion Kinase.
Complexo IPP - ILK (do inglés Integrin-linked Kinase), PINCH e Parvina.

A sinalizacdo inside-out (figura 3) ativa intracelularmente a integrina e regula a
sua afinidade, sendo desencadeada por alteracdes no ambiente intracelular e dependente da
ligacdo de proteinas intracelulares as caudas citoplasmdticas, principalmente talina e
kindilina.*>3! As protefnas adaptadoras kindilinas interagem com as caudas citoplasmaticas
das subunidades B1, B2 e B3, facilitando a fun¢do da proteina talina, uma macromolécula de
ligacdo a actina que, sob condicdes fisioldgicas normais, apresenta-se em um estado de
autoinibi¢do, sendo incapaz de se ligar 2 integrina.? 3% 34 No entanto, uma vez ativada, liga-se
a por¢do citoplasmatica da subunidade B, promovendo a ruptura da ponte salina entre as
por¢cdes citoplasmdticas das subunidades o e [, alterando a topologia do dominio
transmembranar e expondo a interface de interacio no dominio extracelular.>> Assim, talina e
kindilina ligam-se as caudas citoplasmadticas 3, cooperando na ativagdo e estado de afinidade

das integrinas.*

A sinalizacdo outside-in (figura 3), por sua vez, depende da ligacdo direta entre
um ligante e a integrina, o que implica na transducdo de sinal para o citoplasma e em
alteracdes conformacionais da integrina.’’ Os sinais outside-in sdo recebidos por outros
receptores como tirosina quinase e receptores acoplados a proteina G, que, ao alcancarem o
citoplasma da célula s@o retransmitidos aos ectodominios, devido a formacdo de complexos
multiproteicos entorno das caudas citoplasmaticas, que envolvem as anteriormente
mencionadas proteinas kindilina e talina, bem como vinculina, recrutada pela proteina talina,

importante para a estabilidade da interacdo talina-actina. 233138 3 Além disso, o complexo
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IPP, formado pelas proteinas quinase ligada a integrina (ILK, do inglés Integrin-linked
Kinase), PINCH e parvina, recruta proteinas de adesdao focal (FAK — do inglés Focal
Adhesion Kinase), que incluem paxilina e o-actinina, importante para ambas as vias de

sinalizacdo.*

Tais mecanismos de sinalizacdo sdo, dessa forma, essenciais para ativacdo da
integrina e regulacdo de suas funcOes, as quais devem ser controladas espacial e
temporalmente, a fim de modular mecanismos celulares, como proliferagao, sobrevivéncia,
apoptose e adesdo celular.'>!
1.4 Classificacao das integrinas e VLA-4

As integrinas podem ser classificadas em subfamilias conforme sua especificidade
por componentes da MEC, havendo redundancia em algumas interacdes integrina-MEC, que
diferem, no entanto, na afinidade (figura 4).34

Figura 4 — Subfamilias de receptores integrinas.
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Fonte: Adaptado de Hynes (2002). Representagdo da associagdo das
subunidades a e B em 24 integrinas agrupadas em subfamilias
conforme sua especificidade por ligantes, relacdes evolutivas
(coloragdo das subunidades o) e expressdo restrita em glébulos
brancos (receptores leucdcito-especificos). Subunidades o com
hachuras e pontilhadas correspondem aquelas que apresentam o
dominio I. Asteriscos indicam porg¢des citoplasmaticas com splicing
alternativo.

N

Algumas integrinas ligam-se as proteinas fibronectina e vitronectina,
componentes da MEC que contém a sequéncia RGD (Arginina-Glicina-Aspartato), sendo
definidas como receptores RGD, e incluem as integrinas que apresentam as subunidades a5-,
a8-, allb- ou aV-, principalmente a5B1, a8f1 e allbB3.! No conjunto de receptores de
laminina, estdo as integrinas formadas pelas subunidades a3-, a6- ou a7-, que medeiam a

adesdo as lamininas da membrana basal, e na subfamilia de receptores de coldgeno estio as
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proteinas formadas por al-, 02-, a10- e all-.*' Subunidades com especificidade para laminina
ou RGD sio encontradas em todos os metazodrios.

Além disso, duas integrinas relacionadas, 041 e a9B1, reconhecem proteinas da
MEC, como a fibronectina, e contrarreceptores de superficie celular da subfamilia Ig, como
VCAM-1 (do inglés Vascular Cell Adhesion Molecule 1), uma interacdo também
caracteristica das integrinas do grupo de receptores leucdcito-especificos. As subunidades a4
e a9, juntamente com as subunidades a que apresentam o dominio ol e as subunidades 2 e
8, sdo restritas aos cordados.!

Integrina de particular interesse € a a4pfl (CD49d/CD29) ou VLA-4 (do inglés
Very Late Antigen 4), que integra a subfamilia de integrinas VLAs. Essa subfamilia inclui as
integrinas que apresentam a subunidade B1, tendo sido inicialmente identificada em células T
ativadas por periodos prolongados.*?

VLA-4 é predominantemente expressa na superficie de células hematopoiéticas,
principalmente em mondcitos e linfocitos T, e seus principais ligantes sdo fibronectina e
VCAM-1, presentes na MEC e em células do endotélio ativado, respectivamente, de modo
que 04p1 medeia a adesdo célula-MEC e célula-célula.*’ Uma vez que VLA-4 ndo apresenta o
ectodominio al, o sitio de ligacdo para seus ligantes consiste na interface entre o dominio £-
propeller e 0o MIDAS da subunidade pI.!

A fibronectina € uma grande proteina da MEC (220-250 kDa) que consiste em um
dimero ligado por pontes dissulfeto proximas ao terminal carboxilico, em que cada mondmero
contém doze dominios do tipo I, dois do tipo II e quinze a dezessete do tipo III, formados,
respectivamente, por 45, 60 e 90 residuos de aminodcidos (figura 5A).>** O dominio do tipo
III no segmento de conexdo 1 (CS-1) apresenta o motivo tripeptidico LVD (Leucina-Valina-
Aspartato), o sitio de ligacdo da integrina VLA-4.3*

Figura 5 — Representacdo estrutural das proteinas fibronectina e VCAM-1.
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Fonte: Adaptado de A. Srichal e Zent (2010) e B. Kong et al. (2018). Estrutura das
proteinas A. fibronectina e B. VCAM-1 — Vascular Cell Adhesion Molecule 1.

A glicoproteina VCAM-1, por sua vez, € uma macromolécula transmembranar de
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90 kDa, pertencente a familia das Igs, expressa predominantemente em células endoteliais e
caracterizada por um dominio extracelular com seis ou sete dominios (D1-D7), um dominio
transmembranar e um dominio citoplasmético de 19 amino4cidos (figura 5B).* 4 A interacio
entre VCAM-1 e VLA-4 ocorre entre os dominios D1 e D4 da primeira e a interface f-
propeller—BI da segunda.*’

Tais interacdes sdo essenciais para a adesdo de leucdcitos a MEC e ao endotélio e
estdo diretamente relacionadas ao mecanismo de inflamacdo, dado o seu papel no processo de
extravasamento de leucocitos em dire¢ao a sitios inflamatdrios.*® Nesse contexto, VLA-4 é
capaz de alterar sua adesividade ao longo do processo de migracdo de células de defesa,
aumentando a adesdo celular.*

1.4.1 VLA-4, doencgas inflamatorias e agentes terapéuticos

A integrina VLA-4 estd diretamente relacionada aos processos de adesdo e
retencdo celular (figura 6), bem como a sinalizacdo pro-inflamatoria, desempenhando,
portanto, papel central em doencas inflamatdrias cronicas, como, por exemplo, asma, artrite
reumatoide e esclerose miltipla.’® A primeira é uma inflamagio alérgica das vias aéreas que
tem como importante caracteristica a hiper-responsividade a estimulos inespecificos, que em
individuos sauddveis ndo teriam implicacdes significativas.’! Essa doenca afeta mais de 300
milhdes de pessoas no mundo, com ocorréncia estimada em 23,2% dos brasileiros.’" 3> O
processo envolve a ativacdo e adesdo de eosinofilos e linfocitos T mediadas por a41.

Figura 6 — Processo de extravasamento de leucdcitos mediado por VLA-4.
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Fonte: Adaptado de Lagarrigue, Kim e Ginsberg (2016). A imagem ilustra o processo de
ativagdo das integrinas a medida que ocorre o rolamento de leucdcitos sobre o endotélio
ativado.

N

No que diz respeito a artrite reumatoide, esta apresenta prevaléncia de

aproximadamente 0,5% na populacdo global, sendo caracterizada pela inflamacdo da
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membrana sinovial das articulagdes devido ao influxo de células imunes para os locais de
lesdo tecidual, que resulta na invasdo do osso adjacente e consumo de cartilagem.’> 3% Nos
infiltrados inflamatérios, células T sdo localizadas em alta propor¢cdo, cuja migragdo e
permanéncia é favorecida por VLA-4.%

A esclerose multipla, por sua vez, consiste em uma doenga neurodegenerativa que
atinge cerca de 2,8 milhdes de pessoas em todo o mundo e aproximadamente 40 mil
brasileiros.”® E caracterizada por duas fases principais, uma de inflamacfo, mediada por a4p1,
na qual ocorre a adesdo de células T as células endoteliais cerebrovasculares, superagdao da
barreira hematoencefdlica e reativacdo local do infiltrado de células T, gerando lesdes
“silenciosas”, que, posteriormente, caracterizam a fase de neurodegeneragdo, marcada por
lesdes axonais, danos difusos 2 substincia branca e envolvimento da substincia cinzenta.’’

Tais doengas, portanto, exemplificam algumas das patologias humanas com papel
importante da integrina a4p1 em seus mecanismos, o que justifica o interesse biomédico
continuo no desenvolvimento de novos inibidores de VLA-4. Nesse sentido, um antagonista
disponivel no mercado € o Natalizumabe (Tysabri), um anticorpo monoclonal IgG4
humanizado recombinante, formado por seis CDRs (do inglés Complementarity Determining
Regions) derivadas de um anticorpo murino inseridas na IgG4 humana.’® O alvo desse
anticorpo € a subunidade a4, cuja ligacdo inibe as adesdes mediadas por integrinas a4 de
leucécitos aos seus contrarreceptores (figura 7), sendo utilizado, desse modo, no tratamento
de esclerose miiltipla.”® Entretanto, o tratamento da esclerose miltipla com esse medicamento
estd associado ao risco de Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LMP), infeccao
cerebral oportunista provocada pelo virus JC (John Cunningham).®

Figura 7 — Mecanismo de a¢do do Natalizumabe.
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Fonte: Adaptado de Selewski er al (2010). Natalizumabe interage com a
subunidade a4, ndo sendo, em razdo disso, especifico para VLA-4. VCAM-1 —
Vascular Cell Adhesion Molecule 1; MadCAM-1 — Mucosal vascular Addressin
Cell Adhesion Molecule 1.

Apesar disso, o uso do anticorpo Natalizumabe ilustra a importancia de moléculas
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dessa natureza como estratégia para o tratamento de diversas patologias. Nessa perspectiva,
uma classe de anticorpos que tém despertado interesse de laboratérios e farmacéuticas € a dos

nanocorpos, os menores fragmentos de anticorpos conhecidos.
1.5 Nanocorpos

Nanocorpos sdo os menores fragmentos de anticorpos capazes de se ligar a um
antigeno e surgiram como produtos bioldgicos derivados de anticorpos de cadeia pesada
(HCAbs, do inglés Heavy-Chain Antibodies) (figura 8), presentes no soro de todos os
membros da familia Camelidae, como nos camelos (Camelus dromedarius e Camelus

bactrianus) e lhamas (Lama glama e Lama guanicoe).®" %

Figura 8 — Representacio estrutural do anticorpo de cadeia

pesada e regiao VHH.
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Fonte: Adaptado de Salvador, Vilaplana e Marco (2019). Representacao
da IgG de Camelidae desprovida dos dominios CL e CHI1 e estrutura
tridimensional da por¢cdo VHH. Nanocorpo € o termo atribuido a VHH
recombinante.

Os HCAbs sao IgGs desprovidas de cadeia leve (CL) e do dominio constante de
cadeia pesada 1 (CHI, do inglés Constante Heavy-Chain 1), e apresentam, na regido N-
terminal da cadeia pesada, um dominio varidvel responsdvel pelo reconhecimento e
associa¢do ao antigeno para o qual apresenta especificidade, denominado VHH (do inglés
Variable Domain of the Heavy Chain of Heavy-Chain Antibody), que equivale estrutural e
funcionalmente aos fragmentos de ligagdo ao antigeno (Fab, do inglés Antigen Binding
Fragment) das IgGs convencionais, as quais também sio identificadas nos camelideos.®® Por

convengio, o termo nanocorpo, é usado para VHH recombinante.%*
1.5.1 Caracteristicas unicas

Os VHHs sdo os menores fragmentos de anticorpos conhecidos, com tamanho
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entre 12-15 kDa.®® Estruturalmente, sio formados por quatro regides conservadas, as
frameworks (FRs), e trés CDRs, altamente varidveis e constituintes da regido de
reconhecimento de antigenos, cuja alta especificidade e afinidade estdo relacionadas a uma

CDR3 muito longa e variabilidade aumentada da sequéncia CDR1.56-¢7

Assim, tais caracteristicas estdo associadas a possibilidade de penetracio tecidual
mais profunda, bem como a capacidade do nanocorpo de ligar epitopos estruturados e
cripticos, frequentemente inacessiveis aos anticorpos completos e seus derivados, isso porque
a arquitetura de paratopo plana ou convexa do VHH permite a interacdo com epitopos

concavos, por exemplo, fendas, nas moléculas alvo.% 686

Além disso, apresentam propriedades fisico-quimicas de particular interesse como
a alta solubilidade em solucdo aquosa e estabilidade conformacional.®® A primeira resulta da
combinacdo entre o tamanho e dobramento da alca CDR3 sobre a FR2 e a presenca de
aminodcidos hidrofilicos nessa FR, cujos correspondentes nas IgGs convencionais sao
residuos hidrofébicos.”” 7! Além disso, tais fragmentos de anticorpos requerem altas pressoes
(<400 MPa) para que ocorra seu desdobramento e sdo bastante resistentes a desnaturacao sob

altas temperaturas (60-90 °C).”> 73

Ademais, os dominios VHHs apresentam alta homologia com os VH humanos,
diferindo em aproximadamente 10 residuos espalhados em sua superficie, o que reduz a
probabilidade de ocorréncia de imunogenicidade.®®> Apesar disso, esses anticorpos requerem
uma etapa de humanizagdo para serem empregados como agentes terapéuticos, de modo que
os residuos que ndo estdo envolvidos em interagdes antigeno-anticorpos e/ou ndo sao
importantes para suas caracteristicas fisico-quimicas podem ser mutados para seus

equivalentes em VH humanos.”! 74

Em suma, tais fatores associados a possibilidade de produ¢do de nanocorpos em
sistemas procaridticos fazem desses fragmentos de anticorpo uma alternativa aos anticorpos
tradicionais e uma classe de produtos biolégicos promissores com aplicacdes em diferentes

areas da biotecnologia e biomedicina.
1.5.2 Desenvolvimento e producdo

Os nanocorpos apresentam-se naturalmente como um pequeno dominio

monomérico, porém podem ser geneticamente modificados a fim de produzir formatos que
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permitam uma multiespecificidade e versatilidade biolégica.”* 7> Além disso, a multiplicidade
de aplicacdes requer diferentes métodos de expressdo, que incluem sistemas eucaridticos,
como leveduras, células de mamiferos e plantas, e procaridticos, principalmente E. coli, cuja

utilizacdo varia conforme a finalidade estrutural e funcional do nanocorpo.”

A levedura Pichia pastoris é o sistemas mais utilizado entre os eucaridticos, pois
apresenta caracteristicas similares as de E. coli no que diz respeito ao crescimento e facilidade
de manipulacdo, além de favorecer a formagao de pontes dissulfeto e o possivel enovelamento
correto dos nanocorpos, sendo empregada na producio, por exemplo, de nanocorpos ligados
ao dominio Fc (do inglés Fragment Crystallizable) de IgGs convencionais, embora seja
economicamente menos vantajosa e esteja associada a menor eficiéncia de ligacdo nanocorpo-

antigeno do anticorpo obtido.”® 7

Além disso, formatos nanocorpo-Fc também sdo produzidos em células de
mamiferos, como em células HEK (do inglés Human Embryonic Kidney) e CHO (do inglés
Chinese hamster ovary), um sistema, no entanto, associado a alto custo de producdo e
contaminagdo por patdgenos, além de mostrar-se mais sensivel a alteragdes de cultivo e
manipulacio.”® " 7 As plantas, por sua vez, como Nicotiana benthamiana e Arabidopsis
thaliana, também se apresentam como hospedeiros vidveis devido a fécil transformacgdo e
cultivo, producdo de proteina em grande quantidade e em diferentes tecidos e capacidade de
realizar modificagdes poés-traducionais eficientes, embora a diferenca nos padrdes de

glicosilacdo, quando necessdria, seja uma limitagio.”® 808!

Entretanto, apesar dos diferentes sistemas conhecidos para a producdo de
proteinas recombinantes, dada as caracteristicas basais dos VHHs, a plataforma mais simples
e com resultados satisfatérios é E. coli. Esse hospedeiro apresenta vantagens que incluem
genética conhecida, rapido crescimento, facil manipulacdo, reducao dos custos de producdo e
expressao proteica com alto rendimento e grau de pureza, bem como disponibilidade de
diferentes vetores de clonagem e expressdo.’® 8% 83 Por outro lado, E. coli ndo é capaz de
realizar processamento poés-traducional, pode produzir endotoxinas e a expressdo proteica

pode ocorrer sob a forma de corpos de inclusdo.”® 82

Em sintese, todos os sistemas apresentam vantagens e desvantagens e seu emprego
depende das finalidades de produgdo. Contudo, E. coli apresenta-se como o padrdo ouro

procaridtico de expressdo heteréloga de proteinas recombinantes, incluindo pequenos
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fragmentos de anticorpos.
1.5.3 Aplicagoes

Os nanocorpos sdo alvos de pesquisas em diferentes dreas da biotecnologia e
biomedicina devido as caracteristicas unicas e possibilidade de diferentes aplicagdes, além do
crescente interesse farmac€utico por anticorpos no formato VHH. Na medicina, os
nanocorpos sdo empregados com fins terapéuticos para um amplo espectro de doencas
humanas, tais como canceres, inflamacdes e doengas neuroldgicas, bem como em diagndstico

e imagem.®*

Nesse sentido, nanocorpos sao relatados em sistemas de detec¢do de protozoarios,
de bactérias e de biomoléculas, como enzimas, sendo empregados, por exemplo, como sondas
em biossensores, nesse caso, principalmente em razio de sua estabilidade e resisténcia.®> 8687
Além disso, podem ser utilizados como sondas para obten¢do de imagens moleculares de

tumores devido 2 capacidade de se ligar firmemente 2 superficie de células cancerigenas.®®

Além disso, a aplicacdo de nanocorpos no tratamento do cancer inclui o uso como
drogas antagonistas de receptores ou ligantes de receptores alvos, agente de direcionamento
de dominios efetores, como toxinas e enzimas, para a célula alvo e carreadores em sistemas de
entrega de drogas.®® Ademais, outras investiga¢des incluem aplicacdes, por exemplo, para
artrite reumatoide, osteoartrite, doenca renal e inflamacao intestinal, cujo objetivo, em geral, é

inibir ligantes e/ou receptores associados a tais doencas.?* %

Similarmente, diante da emergéncia global provocada pelo coronavirus SARS-
CoV-2 (do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus), a busca por agentes
imunoldgicos capazes de promover imunidade e/ou neutralizar esse agente infeccioso foi e
permanece sendo de enorme interesse. Nesse sentido, nanocorpos profildticos no formato
nanocorpo-Fc exibiram alta afinidade (Kp <0,55 nM) pelo dominio de ligagdo ao receptor
(RBD, do inglés Receptor-binding Domain), com o qual se liga, interrompendo sua interagao
com o receptor humano ACE2 (do inglés Angiotensin-Converting Enzyme 2), que €, por sua

vez, essencial para o curso do processo de infec¢do.”!

De fato, distintos nanocorpos estdo em diferentes estdgios de pesquisa laboratorial
e clinica, cujos trabalhos tendem a ser impulsionados a medida que resultados préticos sdao

alcancados, saindo das bancadas e ensaios testes para o tratamento efetivo de doencgas
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humanas. Frente a isso, o primeiro nanocorpo foi aprovado, em 2018 na Unido Europeia (UE)
e em 2019 nos Estados Unidos (EUA), o caplacizumabe (Cablivi™), para tratamento de um
distirbio de coagulacdo sanguinea autoimune, a Purpura Trombocitopénica Trombdtica
Adquirida (aTTP) caracterizada por obstru¢do de pequenos vasos sanguineos e baixos niveis

de plaquetas na corrente sanguinea.”> 3

A aTTP é causada pela deficiéncia da metaloproteinase ADAMTS13 devido a
acdo de autoanticorpos anti-ADAMTS13, que a neutralizam ou induzem sua depuragdo. Essa
enzima € responsdvel pela clivagem dos multimeros ultragrandes do fator de vWA, que, na
auséncia de ADAMTSI13, acumulam-se no sangue e induzem a ligacdo e ativacdo excessiva
das plaquetas, o que resulta na formacdo de codgulos ricos nessas células na
microvasculatura.®* Assim, o caplacizumabe é usado no tratamento de aTTP por ter como alvo
o fator vVWA, que, uma vez em complexo com o nanocorpo, tem sua capacidade de interagdao

com plaquetas inibidas, o que impede a adesdo plaquetdria.”

Diante disso, além do impacto na saide humana, a aprovacdo do caplacizumabe
em 2018 impulsionou um setor farmac€utico que se mostrou proeminente a partir de 2001,
quando a biofarmacé€utica Ablynx passou a desenvolver e comercializar a tecnologia de
nanocorpos, cujo resultado pratico mais atual é o préprio caplacizumabe.?® Ademais, no ano
de aprovacgdo desse nanocorpo, a grande empresa farmacéutica Sanfoni adquiriu a Ablynx por
aproximadamente 3,8 bilhdes de euros, evidenciando o valor monetario associado ao mercado
de nanocorpos.’” Além disso, hd uma série de nanocorpos em diferentes estigios de
desenvolvimento, com parceria entre a Ablynx e outras importantes empresas do mercado

como Pfizer, Merck e Janssen.”®

Portanto, a estrutura dos nanocorpos em conjunto com as tecnologias disponiveis
e potenciais aplicagOes, fazem desses fragmentos de anticorpos importantes alvos no
desenvolvimento de compostos terapéuticos, sendo inclusive caracterizados como terapéutica

de préxima geracdo (Nano-BioDrugs).”

1.6 Justificativa

Diante do exposto, € evidenciada o potencial do desenvolvimento de antagonistas
de VLA-4 no formato VHH. Em verdade, o anticorpo Natalizumabe apresenta-se como um
antagonista de a4fB1 por ter como alvo a subunidade o4, mas ndo é especifico para essa

integrina. Este trabalho, por outro lado, apresenta os resultados iniciais, oriundos de técnicas
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computacionais e experimentais, do desenvolvimento de trés nanocorpos especificos e

potenciais inibidores de VLA-4.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Propor uma estrutura tridimensional para cada nanocorpo anti-VLA-4 trabalhado,

e produzi-los em sistema heter6logo de expressao.
2.2 Objetivos especificos

e Modelar por meio de técnica computacional trés nanocorpos anti-VLA-4;

e Validar as estruturas tridimensionais obtidas;

e Produzir nanocorpos em E. coli SHuffle pLysS;

e Purificar nanocorpos por cromatografia de afinidade;

e Obter proteinas soluveis.
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3 METODOLOGIA

Trés nanocorpos, derivados de um scFv (do inglés Single Chain Variable
Fragment) anti-VLA-4, distintos quanto a composicio de CDRs, foram modelados
computacionalmente por modelagem comparativa e produzidos in vitro por técnicas
recombinantes.

3.1 Modelagem comparativa de nanocorpos
3.1.1 Obtencdo dos moldes

A fim de obter os moldes para modelagem dos nanocorpos, as sequéncias
parcialmente humanizadas correspondentes aos VHHs humanizados trabalhados in vitro,
foram modeladas por meio do SabPred, um servidor on-line que agrupa ferramentas de
predicdo de anticorpos.”’

O SabPred inclui um pipeline de modelagem computacional denominado,
AbodyBuilder, cuja metodologia € similar a outras ferramentas de modelagem, diferindo,
entretanto, porque anota a confianca da estrutura gerada com a probabilidade das regides
modeladas estarem dentro de um limite RMSD (do inglés Root—Mean Square Deviation)
especifico, sendo de particular interesse devido a capacidade de gerar estruturas de
nanocorpos, uma limitagdo para muitos dos servidores e programas disponiveis, € por sua
rapidez, com geracdo de modelos em menos de um minuto.”’

No entanto, AbodyBuilder nao foi capaz de gerar um modelo para as sequéncias
humanizadas, de modo que a estrutura gerada para cada uma das sequéncias parcialmente
humanizadas foi utilizada como molde.

3.1.2 Construgdo dos modelos

Para obtencdo dos modelos dos nanocorpos humanizados foi utilizado o programa
MODELLER, baseado no método de satisfagdo de restricdes espaciais oriundas do
alinhamento entre a sequéncia alvo e a(s) sequéncia(s) modelo(s), que sdo expressas como
uma fung¢do objetiva (molpdf, do inglés Modeller Objective Probability Density Functions)
para as caracteristicas restritas, a fim de que informacdes estruturais, como a distancia entre
carbonos-alfa (Ca — Ca) e distancias entre os angulos diedros da cadeia principal e lateral,
sejam transferidas do molde para o alvo, de modo que o modelo gerado viole o minimo
possivel as restri¢des identificadas.”®

Para tanto, as sequéncias molde e alvo foram alinhadas usando um script padrao
do MODELLER, modificado com as informagdes das sequéncias trabalhadas. Em seguida,
100 modelos foram gerados para cada um dos trés nanocorpos, dos quais 0s cinco com menor

valor de funcdo objetiva seguiram para a etapa de refinamento.
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3.1.3 Refinamento dos modelos e validagdo das estruturas

O refinamento das estruturas foi realizado por meio do servidor locPREFMD (do
inglés Local Protein Structure Refinement via Molecular Dynamics), que melhora a qualidade
das estruturas através do refinamento da estrutura local sem alterar a dobra geral, usando
minimizacdo e amostragem via dindmica molecular e reconstru¢do de residuos problematicos,
gerando modelos com pontuacdes MolProbity melhoradas.”

Assim, as estruturas foram submetidas ao servidor, cujos arquivos de saida
consistiram na estrutura refinada e dados de validacdo, incluindo pontuacdes do MolProbity,
empregadas na validag@o das estruturas refinadas, que também foram avaliadas nos servidores
PROCHECK, Verify3D e QMEAND:IisCo, visando a selecio do modelo de melhor qualidade
para cada nanocorpo.

Os servidores de validacdo sdo empregados para verificar se os modelos obtidos
estdio em conformidade com os parametros estruturais esperados para proteinas de alta
resolucdo.” MolProbity e PROCHECK avaliam a qualidade estereoquimica das estruturas,
incluindo andlise de contato dos dtomos, problemas estéricos dentro das moléculas e valores

100, 101 O

dos angulos diedros. servidor Verify3D, por sua vez, indica a compatibilidade de um

2

modelo com sua estrutura primdria,'®? enquanto QMEANDIisCo gera uma pontuagio que

consiste na qualidade do modelo local e global a partir da pontuacdo de qualidade de cada
residuo e a média dessas estimativas, respectivamente.!*?

3.2 Producao heteréloga de nanocorpos

3.2.1 Transformacdo de células quimiocompetentes de E. coli SHuffle pLysS

Células quimiocompetentes de E. coli SHuffle pLysS foram transformadas com os
plasmideos recombinantes pET-SUMO_VHH-1, pET-SUMO_VHH-3 e pET-SUMO_VHH-4.
Para isso, foi adicionado 3 uL do plasmideo pET-SUMO_VHH a microtubo (1,5 mL)
contendo 50 uL de células quimiocompetentes de E. coli SHuffle pLysS.

Para a transformacao das células foi aplicada a metodologia de choque térmico, da
seguinte forma: 1°. 30 min em gelo; 2° 60 s a 42 °C; 3°. um min no gelo. Feito isso, foi
adicionado a cada microtubo 900 uL. de LB-caldo (Luria-Bertani), os quais foram incubados a
37 °C, 200 rpm, por uma hora. Decorrido o tempo de incubagdo, as culturas foram
centrifugadas a 4 °C, 4000 rpm, por um minuto. Logo apds, o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 100 uLL de meio L.B-caldo, dos quais 10 uL foram esgotados em meio
LB-4gar combinado aos antibidticos cloranfenicol (CLO) e canamicina (KAN), ambos a 50

ug/mL. As placas foram incubadas a 37 °C, overnight (~16 h).

Ap6s o tempo de crescimento celular, uma colonia de cada cultura foi selecionada
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para realizacdo dos pré-indculos visando a utilizacdo na indugdo da expressdo. Assim, cada
coldnia foi inoculada em 5 mL de meio LB-caldo suplementado com KAN (50 ug/mL) e CLO
(50 ug/mL), e, entdo, incubadas a 37 °C, overnight, 200 rpm. Apds esse periodo, foi iniciada a
etapa de indugdo da expressao.
3.2.2 Inducao da expressdo

Cada pré-inéculo foi vertido em um erlenmeyer de 1 L com 250 mL de meio LB-
caldo combinado a KAN (50 ug/mL) e CLO (50 ug/mL). As culturas foram incubadas a 37 °C,
200 rpm, até atingirem a D.Ogoonm entre 0,4 e 0,6, quando, entdo, foi coletado 1 mL de cada
cultura, para andlise posterior, seguida pela adi¢do do indutor da expressdo, IPTG (Isopropil-
B-D-tiogalactopiranosideo) a 0,3 mM. As culturas foram mantidas a 15 °C, overnight, 210 rpm.

Finalizado o periodo de indugdo da expressdo, a D.Ogoonm fo1 verificada e 1 mL de
cultura coletada, para andlise posterior, € o volume final de cada cultura induzida foi
centrifugado a 10000 x g, por 15 min, 4 °C. O sobrenadante foi descartado e os pellets
submetidos a etapa de extracdo e purificagdo proteica.

As amostras coletadas antes da induc@o (N.I — nao induzida) e apos as 16 horas de
expressao (I —induzida) foram analisadas por SDS-PAGE (item 3.2.4).
3.2.3 Extragdo e purificacdo

Os pellets obtidos na etapa de inducdo da expressdao foram ressuspendidos em
30 mL de tampao A (Tris-HC1 50 mM pH 8.0, NaCl 300 mM e imidazol 20 mM) combinado a
TritonX100 e PMSF (do inglés Phenylmethylsulfonyl fluoride) 100 mM, ambos para uma
concentracdo final de 1%. Em seguida, as amostras, sempre mantidas em gelo, foram
submetidas a metodologia de extragdo proteica por sonicac¢do, usando Q700 Sonicator, com
amplitude de 30%, por 15 min ON, em ciclos de pulsacdo de 20 s ON e 40 s OFF. Ap6s o
processo de extragdo, as amostras foram centrifugadas a 10000 x g, por 30 min, 4 °C.

O sobrenadante obtido foi filtrado em filtro PTFE 0,22 uM, e, entdo, purificado
por cromatografia de afinidade de metal imobilizado (IMAC, do inglés Immobilized Metal
Affinity Chromatography), em sistema cromatografico AKTA pure e coluna HisTrap 1 mL.
Inicialmente, a coluna foi equilibrada com tampdo A, a uma taxa de fluxo de 1 mL/min, por 5
min. Logo apds, a amostra foi injetada a 0,5 mL/min de fluxo, sendo seguida pela lavagem da
coluna com tampao A, para remog¢ao do conteido ndo ligado a matriz. Por fim, a elui¢ao dos
nanocorpos foi realizada com tampao B (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 300 mM e imidazol
500 mM), com fragdes de 1 mL coletadas em microtubos de 2 mL. Esse processo foi realizado
sequencialmente para as trés amostras trabalhadas, gerando gréificos com o perfil de eluicdo.

Além disso, as fracdes eluidas foram analisadas em eletroforese SDS-PAGE (item 3.2.4).
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3.2.4 Analise da expressdo e purificacdo por SDS-PAGE

As amostras correspondentes as aliquotas (pellets) coletadas antes da indugdo da
expressao (N.L.) e apés o tempo de indugdo (I.), bem como as fragdes eluidas na etapa de
purificacdo foram analisadas em gel SDS-PAGE 12,5%.

Para anélise da expressdo, os pellets foram ressuspendidos em tampao de amostra
1X (TRIS-HC1 50 mM pH 6,8, dodecil sulfato de sédio (SDS) 2% (m/v), azul de bromofenol
0,1% (m/v), glicerol 10% (v/v), e 2-mercaptoetanol 100 mM), conforme a férmula:
volume de tampao de amostra 1X (ul) = D.O x 25 ulL/ 0,1 uL x volume coletado

As fracOes eluidas na etapa de purificagdo, por sua vez, foram combinadas a
tampdo de amostra 5X, para uma concentracao final igual a 1X.

Em seguida, as amostras foram expostas a uma temperatura de 100 °C, por cinco
minutos, quando, entdo, 10 uL das amostras correspondentes aos pellets e 12 uL. das amostras
correspondentes as fragcdes eluidas foram aplicadas em gel SDS-PAGE 12,5%. A corrida foi
realizada a 90-120 V, por aproximadamente uma hora e 30 minutos. Ao término da corrida
eletroforética, os géis foram corados com Comassie Blue, descorados com solucio descorante
(10% é&cido acético + 30% etanol) e visualizados em fotodocumentador iBright™ FL1500
Imaging System.

3.2.5 Detecgdo de nanocorpos por Western Blotting

As fragdes purificadas, cujo perfil proteico observado por SDS-PAGE
corresponde ao esperado para os nanocorpos trabalhados, foram analisadas por Western
Blotting a fim de detectar a presenca dessas proteinas. As amostras purificadas foram
aplicadas em gel de eletroforese SDS-PAGE 12,5%, conforme protocolo descrito no item
3.2.4.

Apo6s a corrida eletroforética, o sistema de transferéncia foi montado para
transferéncia das proteinas do gel de eletroforese para a membrana de nitrocelulose. Para isso,
20 folhas de papel filtro, o gel de eletroforese e a membrana de nitrocelulose foram
embebidos em tampao de transferéncia (tampao 1X (Tris-HCI 250 mM pH 8.3, glicina 1,92 M
e SDS 1%) combinado a 20% de metanol) e posicionados na cuba de transferéncia da seguinte
forma: 10 folhas de papel filtro, sobre as quais foram empilhadas a membrana de nitrocelulose,
o gel de eletroforese e as demais 10 folhas de papel filtro. Em seguida, a transferéncia foi
realizada por meio do BIO-RAD Trans-Blot Transfer System a 1,3 A, 25 V, 5 min, para
transferéncia de proteinas de até 30 kDa.

Realizada a transferéncia, a membrana foi corada com 15 mL de corante Ponceau

em temperatura ambiente, leve agitacdo, por 10 min, quando, entdo, foi possivel visualizar as
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bandas proteicas. Em seguida, a membrana foi lavada com dgua destilada e bloqueada com 15
mL de leite desnatado Molico 5% em PBS 1X-Tween 0,05%, por 2 h, sob leve agitacdo.
Decorrido esse tempo, a membrana foi submetida a trés lavagens, consecutivas e intercaladas,
com 10 mL de PBS 1X-Tween 0,05%, por 10 min cada uma, sempre sob agitacdo leve e em
temperatura ambiente.

As lavagens foram seguidas por incubacdo da membrana com o anticorpo
primério ndo conjugado, Anti-his produzido em rato (sigma-SAB1305538), na proporcdo de
1:6000 em 15 mL de PBS 1X-Tween 0,05%, overnight (~16 h), a 4 °C. Posteriormente, novas
lavagens foram realizadas seguindo a metodologia descrita anteriormente, seguidas pela
incubacdo da membrana com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase, Anti-mouse IgG
produzido em coelho, na propor¢do de 1:30000 em 15 mL de PBS 1X-Tween 0,05%, por 4 h,
leve agitacdo, no escuro e temperatura ambiente.

Logo apds, a membrana foi lavada, seguindo protocolo padrdo, e revelada usando
substrato de Western blotting Pierce™ ECL (Thermo-32209). A membrana foi visualizada

usando iBright™ FL1500 Imaging System.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho sdo apresentados os modelos estruturais obtidos in silico para os
nanocorpos VHH-1, VHH-3 e VHH-4, bem como os resultados da produ¢do recombinante
dessas proteinas in vitro.
4.1 Modelagem comparativa de nanocorpos anti-VLA-4

As estruturas tridimensionais dos nanocorpos foram obtidas por modelagem
comparativa, por meio da ferramenta MODELLER, o software mais utilizado para modelar

nanocorpos em estudos tedricos, %

usando como molde estruturas obtidas por modelagem
computacional no servidor SabPred, portanto, sem o uso de um cristal.

Foram gerados 100 modelos para cada nanocorpo, dos quais os cinco de menor
funcdo objetiva (ver apéndice A) foram refinados. A funcdo objetiva indica quio proximo esta
o modelo predito da estrutura molde, de modo que quanto menor, mais proximos
estatisticamente estdo o molde e a estrutura obtida.'”> Assim, os modelos selecionados foram
refinados no servidor locPREFMD e o que exibiu melhor qualidade para cada VHH,
conforme as andlises realizadas, € apresentado neste trabalho.

O servidor de refinamento locPREFMD tem como objetivo melhorar as
pontuacdes do MolProbity, como uma medida da qualidade estrutural local preservando as
coordenadas iniciais do Ca o mdximo possivel.”” Desse modo, as pontuacdes dos modelos

refinados escolhidos podem ser observadas na tabela 1.

Tabela 1 — Pontuagdes MolProbity atribuidas aos modelos preditos.

Pontuacoes MolProbity VHH-1 VHH-3 VHH-4
Pontuacao total 1,002 0,941 1,025
Ideal: <1,0

Pontuacio de confronto 0,000 0,000 0,000
Ideal: 0

Desvios de Cg 0 0 0
Ideal: 0

Rotameros de cadeia 1,020 0,000 1,000

lateral atipicos
Ideal: <0,3%

Ramachandran atipico 4,130 0,000 1,670
Ideal: <0,3%

Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores de pontuagdo total consistem em uma pontuagdo geral que resulta da
combinacdo ponderada em log da pontuacdo de confronto, porcentagem de Ramachandran
ndo favorecida e porcentagem de rotameros da cadeia lateral ruins, e reflete a qualidade da

estrutura local.'% Em geral, estruturas que apresentam pontuacdo entre 1 e 2 sio consideradas
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de qualidade, sendo de alta qualidade aquelas com pontuacgio <1.%

A pontuacdo de confronto, por sua vez, reflete a sobreposicio de 4tomos nao
ligados em mais de 0,4 A em uma entrada normalizada por 1000 atomos. A ocorréncia dessa
sobreposicdo caracteriza confrontos sérios, pois ndo podem ocorrer nas moléculas nativas.'%
Os desvios de Cg medem a distancia da posicdo Cp modelada a posicdo ideal esperada, de
modo que um desvio € considerado grande quando € maior que 0,25 AT No que diz respeito
aos rotameros de cadeia lateral atipicos e Ramachandran atipico, o primeiro indica a fra¢ao de
residuos polipeptidicos da cadeia lateral ndo rotamérica' e o segundo a fracdo de residuos de
polipeptideos da cadeia principal que apresenta conformacio incomum.'%

Em sintese, os valores MolProbity indicam a boa qualidade das estruturas preditas,
dada a pontuagdo total menor que 2, a auséncia de confrontos sérios e a auséncia de desvios
nas estruturas, sinalizando que ndo hd incompatibilidade entre a conformacao da cadeia lateral
e da cadeia principal das estruturas apresentadas. Além disso, apesar dos valores para as
conformagdes atipicas da cadeia principal e lateral estarem acima da ideal para os modelos
VHH-1 e VHH-4, ha espaco para valores atipicos tanto para rotameros de cadeia lateral
quanto de cadeia principal, uma vez que mesmo o conjunto de dados de referéncia do servidor
apresentam valores discrepantes.'?’

Além disso, a fim de complementar a avaliacdao da qualidade estereoquimica local
das estruturas, por meio de suas propriedades geométricas, foram obtidos os graficos de
Ramachandran de distribuicio dos angulos de torcdo ¢ (phi) e y (psi) no servidor
PROCHECK. Nessa analise, os valores dos modelos analisados sdo comparados com os
considerados ideais obtidos de banco de dados de estruturas de proteinas de alta resolu¢ao no
PDB.!% Essa avaliacdo favorece a identificacdo das conformagdes atipicas do Ramachandran.

O grafico de Ramachandran fornece uma representacdo simples da conformacao
de uma proteina, em que os angulos diedrais ¢ e y dos residuos alanina-like (que ndo sdo
glicina — gly — nem prolina — Pro) agrupam-se em regides distintas, cujas conformagdes dao
origem as a-hélices e folhas-B.'% 1% Os residuos Gly e Pro sdo excecdes no grifico cldssico
de Ramachandran pelas caracteristicas Unicas de suas cadeias laterais, uma vez que o residuo
glicina apresenta tamanho e composi¢do que permitem a ocorréncia em qualquer conformacao,
e o de prolina, por sua vez, pode assumir conformagdes inesperadas devido a rigidez de sua
cadeia lateral e possibilidade de realizar ligacdes CIS e TRANS.!%

Diante disso, os grificos de Ramachandran dos nanocorpos podem ser
visualizados na figura 9 e a porcentagem de residuos em cada regido na tabela 2. Os

resultados reforcam a boa qualidade das estruturas, uma vez que, para todos 0s nanocorpos,
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100% dos residuos ocorrem em regides permitidas, que incluem regides favordveis,
permitidas e generosamente permitidas. O VHH-3, em particular, ndo exibe residuos na regido
generosamente permitida, onde hd leves restricdes conformacionais, enquanto os VHH-1 e
VHH-4 apresentam 2,0 e 1,9%, respectivamente, o que corrobora a porcentagem de
conformacdes atipicas, identificadas na analise do Molprobity (tabela 1). Ainda, os residuos
que ocorrem em regides generosamente permitidas da estrutura VHH-1 (ALA24 e SER25),
bem como aqueles da estrutura VHH-4 (SER28 e THRG61), sdo residuos que ocorrem em
regides de loop, cuja identificacdo da conformacdo mais favordvel ¢ uma limitacdo para a
maioria dos softwares, incluindo MODELLER (figura 10).!1°

Figura 9 — Gréficos de Ramachandran para os modelos preditos.
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Fonte: Dados da pesquisa. Os gréficos correspondem aos A. VHH-1, B. VHH-3 e C. VHH-4. Regides

sombreadas em vermelho, amarelo, levemente sombreada e branca sdo, respectivamente, as regides

favordveis, permitidas, generosamente permitidas e ndo permitidas.
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Tabela 2 — Estatistica de ocorréncia dos residuos em diferentes regides do
grifico de Ramachandran.
RAMACHANDRAN | VHH-1 | VHH-3 | VHH4
Residuos em regides 87,1 88,9 88,3
favoraveis
(%)
Residuos em regides 10,9 11,1 9,7
permitidas
(%)
Residuos em regides 2,0 0,0 1,9
generosamente
permitidas
(%)
Residuos em regides 0,0 0,0 0,0
ndo permitidas
(%)

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 10 — Estruturas tridimensionais preditas para 0s nanocorpos.

L1:26— 44 (19 aa) L1: 26— 38 (13 aa) L1: 26— 39 (14 aa)
L2: 60— 69 (10 aa) L3: 54— 61 (8 aa) L3: 54— 61 (8 aa)
L3:103— 112(10 aa) H3: 95— 108 (14 aa) H2:95-111 (17 aa)

Fonte: Dados da pesquisa. As estruturas, representadas em cartoon, correspondem aos nanocorpos A.
VHH-1, B. VHH-3 e C. VHH-4. Os residuos em regides generosamente permitidas nas estruturas
VHH-1 e VHH-4 e as CDRs que compdem cada nanocorpo sao identificadas. Em azul, CDRL1; em
amarelo, CDRL2; em rosa, CDRL3; em verde, CDRH2; em laranja, CDRH3. A numeracdo dos
residuos que compdem as CDRs e seus tamanhos sfo exibidas abaixo de cada estrutura. aa —
aminodcidos.

Avaliacdes adicionais foram realizadas nos servidores Verify3D e QMEANDisCo.
O primeiro mede a compatibilidade do modelo predito com sua prépria estrutura primadria, a
partir da caracterizagdo do ambiente quimico de cada residuo no modelo tridimensional, que é
definido pela area do residuo enterrada na proteina e inacessivel ao solvente, fracdo da area da
cadeia lateral coberta por dtomos polares oxigénio e nitrogénio e estrutura secunddria,
gerando um perfil 3D para o modelo predito.!!! O ideal é que cada aminodcido pontue acima
de 0,2, pois € o valor estimado para residuos de estruturas bem modeladas, e que a média de

residuos com essa pontuagio esteja acima de 80%.''> Desse modo, os valores atribuidos aos
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nanocorpos sdo apresentados na tabela 3. Todos os modelos apresentam média acima de 80%,

com o VHH-3 exibindo o melhor resultado, dado o percentual de residuos com essa

pontuacao (100%).
Tabela 3 — Percentual de residuos com
pontuacdo >0,2 dos modelos preditos.
Nanocorpos Residuos com pontuacao
média >0,2
(%)
VHH-1 94,31
VHH-3 100,00
VHH-4 87,70

Fonte: Dados da pesquisa.

O QMEANDIisCo é uma abordagem baseada em aprendizado de mdquina, cujo
objetivo € a previsdo de estimativas da qualidade dos residuos modelados, que impacta na
pontuacdo global, obtida pela média das pontuacdes por residuo, sendo uma aproximagao
satisfatoria da qualidade total global, e emprega pontuacdes de modelo unico (QMEAN),
adequados para avaliar modelos individuais, combinado a um componente de consenso
(DisCo), que adiciona informagdes de proteinas homodlogas a investigada determinadas
experimentalmente.'%

Assim, com o propdsito de identificar residuos modelados que podem ser
melhorados, essa ferramenta foi empregada e a pontuacdo global das estruturas foi obtida. Os
modelos VHH-1, VHH-3 e VHH-4 apresentaram, respectivamente, valores iguais a 0,66 (+
0,07), 0,69 (= 0,08) e 0,67 (x 0,08), pontuacdes pouco acima do minimo ideal (0,6). Para as
estimativas locais, residuos com pontuacdo >0,6 sdo classificados como corretamente
modelados. Assim, os residuos dos modelos preditos (figura 11), aos quais sdo atribuidas
pontuacdes abaixo de 0,6, compdem regides de loop, que, em geral, sdo um problema para
geracdo de modelos tedricos de alta qualidade. No entanto, como tais residuos compdem
regides de CDRs, estdo sob investigagdo alternativas para melhorar a modelagem dessas

regides, incluindo uso de uma segunda ferramenta de modelagem, como AlphaFold!"® e

NanoNet!!“, e de refinamento, como GalaxyWeb.!'"



42

Figura 11 — Estimativa da qualidade local dos modelos preditos.
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Fonte: Dados da pesquisa. Os graficos correspondem aos A. VHH-1, B. VHH-3 e C. VHH-4. O eixo
y indica a pontuacdo atribuida aos residuos da estrutura indicados no eixo x. A pontuagido por
residuo vai de 0 a 1, sendo mais desejavel valores proximos de 1.
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Em sintese, as andlises do MolProbity, PROCHECK e Verify3D sugerem que os
modelos preditos sdo de boa qualidade. No entanto, a andlise de estimativa local do
QMEANDisCo indica a necessidade de melhorar a modelagem das regides de loop,
principalmente porque correspondem as regides de CDRs dos nanocorpos, importantes para a
interacdo com VLA-4.

4.2 Producao heteréloga de nanocorpos anti-VLA-4
4.2.1 Expressdo de nanocorpos em E. coli SHuffle pLysS

O sistema de producgdo E. coli é o método de escolha mais comum para o estudo
estrutural e funcional de proteinas em laboratdrio, bem como para a produgdo em larga escala,
devido a relacdo custo-beneficio e ferramentas biotecnoldgicas disponiveis que incluem
diferentes cepas, vetores de clonagem e expressio e caudas de fusdo.!!6 117

A cepa E. coli SHuffle pLysS é de particular interesse para a producdo de
nanocorpos por favorecer a produgdo de proteinas ativas ligadas por pontes dissulfetos com
alto rendimento e soliveis em seu citoplasma.''® Cepas SHuffle sdo baseadas na estirpe
supressora SMG96, duplo-mutante para as redutases tiorredoxina (trxB) e glutationa (gor),
que, no citoplasma de E. coli selvagem, atuam na reducio de pontes dissulfeto, mantendo as
cisteinas em seu estado reduzido e, consequentemente, incapazes de formar pontes
dissulfeto.!” A modificagio adicional em SHuffle é a capacidade de superexpressar a
isomerase DsbC (do inglés, disulfide bond C), sem sequéncia sinal, no citoplasma, a fim de
favorecer a isomerizagdo, de proteinas mal oxidadas, em seus estados nativos.'!8

Além disso, Shuffle pLysS apresenta o plasmideo pLysS, para o controle da
expressio basal de protefnas, que é compativel com os vetores da familia pET,'? por sua vez,
usado para montar o cassete de expressao, sob o controle do promotor T7 do bacteriéfago T7,
dos nanocorpos trabalhados. Desse modo, para expressdo dos nanocorpos, foi utilizado o
vetor de expressao pET-SUMO, que utiliza a tecnologia de fusdo SUMO (do inglés, Small
Ubiquitin-related Modifier), uma proteina produzida na regido N-terminal das proteinas alvos,
que favorece o dobramento correto da molécula e melhora a solubilidade e rendimento.'?! O
vetor de expressao pET-SUMO-VHH foi construido com uma sequéncia génica que codifica
o marcador hexa-histidina (Hise) na por¢do C-terminal dos VHHs, importante para as etapas
de purificacdo por cromatografia de afinidade e detec¢do proteica por Western Blotting.

Ademais, as condicdes de cultivo também sdo essenciais para a produgdo

eficiente de nanocorpos no sistema apresentado. O meio de cultivo usado foi o LB,

comumente empregado para cultivo de E. coli, por ser rico em nutrientes e apresentar
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osmolaridade ideal para o crescimento na fase inicial de log, o que compensa o fato de ndo ser
a melhor op¢do para obtencdo de cultura de alta densidade celular.!*

Dois fatores adicionais importantes sdo a temperatura e tempo de inducido que
afetam diretamente a expressdo e solubilidade de proteinas. Temperaturas baixas sao
indicadas, entre 15 e 25 °C, sendo aliadas a um maior tempo de cultivo, a fim de reduzir a
possibilidade de formagdo de corpos de inclusdo, favorecendo o dobramento correto das
protefnas.'?> '3 Qutro parimetro relevante é a concentragio de IPTG, que, em altas
concentracdes, pode ser téxico a célula, com concentragdes até 1 mM sendo indicadas.'?

Desse modo, as condi¢des de expressao dos nanocorpos VHH-1, VHH-3 e VHH-
4 incluiram o uso de meio de cultura LB, inducdo a 0,3 mM, a 15 °C, por ~16 horas. O perfil
de expressdo pode ser observado na figura 12. Os nanocorpos apresentam tamanho em torno
de 25 kDa, considerando o VHH e as caudas SUMO e Hiss. Uma vez que as amostras incluem
a fracdo total de proteinas de cada cultura, a visualizacdo dos nanocorpos alvos ¢é
comprometida, sendo melhor visualizados na anélise de purificacdo (figura 14).

Figura 12 — Perfil de expressdo dos nanocorpos.
NI 1 N.I I NI I MM

25 4m

17

11
(kDa)

VHH-4

Fonte: Dados da pesquisa. Andlise da expressao das culturas de
VHH-1, VHH-3 e VHH-4 nao induzidas (N.I) e induzidas (I) a 0,3
mM de IPTG. MM — marcador molecular HighRange True Color
Protein Marker Sinapse.

4.2.2 Purificacdo de nanocorpos por cromatografia de afinidade

Ap6s o evento de inducdo da expressdo, a purificacdo da fragdo solivel dos
nanocorpos por cromatografia IMAC foi realizada. Baseada na afinidade da cauda Hise por
cdtions metalicos bivalentes, foi utilizada coluna HisTrap de 1 mL, que apresenta cations Ni**

imobilizado em resina cromatografica. A eluicdo dos nanocorpos ocorreu em um gradiente de
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0 a 100% de concentracao de imidazol 500 mM. O perfil de eluicdo dos nanocorpos pode ser
visualizado na figura 13.

Os picos visualizados no cromatograma do VHH-1 (figura 13A) correspondem as
fragdes 5 e 6, com o0 maior pico ocorrendo em F5. No entanto, com base no gel de andlise da
purificacdo (figura 14A), a fracdo que apresenta a banda mais forte, na altura de 25 kDa, € a
de nimero 6, indicando que a maior concentracdo de proteina foi obtida nessa fracdo. Esse
resultado € atribuido a eluicdo de proteinas que nao correspondem ao alvo, ou seja, de
contaminantes, na mesma fracdo'*, o que é corroborado pela presenca de bandas em torno de
28 kDa no mesmo pogo, sugerindo que hd sobreposicdo de picos de proteinas purificadas.
Além disso, com base no tamanho esperado para os nanocorpos trabalhados, a proteina de
interesse esta presente em trés fracdes, estas sendo F5, F6 e F7.

No que diz respeito ao VHH-3, os picos obtidos nas fracdes 5 e 6 (figura 13B)
correspondem ao perfil proteico visualizado no gel (figura 14B). No entanto, similar ao que
ocorre para 0 VHH-1, contaminantes foram eluidos juntamente com a proteina de interesse.
No caso do VHH-4, o padriao cromatogréfico (figura 13C) e perfil proteico (figura 14C) sdo
similares ao que ocorre para o VHH-1. Os picos, nesse caso, correspondem as fracoes F6 e
F7, de modo que o maior pico € visualizado em F6. No entanto, no gel de eletroforese, a
banda mais forte corresponde a fracdo 7, sugerindo a sobreposi¢do de picos correspondentes
aos contaminantes € ao alvo VHH-4. Além disso, é provédvel que a proteina também tenha

sido eluida em trés fragdes consecutivas (F6, F7 e FS).
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Figura 13 — Cromatogramas de purificagdo dos nanocorpos.

mAU

mAU

C

mL
Fonte: Dados da pesquisa. Cromatogramas de purificagdo dos nanocorpos A. VHH-1, B. VHH-3 ¢ C. VHH-4 em
IMAC. O eixo y indica a absorbancia de luz UV em mAU (1=280 nm) e o eixo x o volume de liquido injetado
no sistema ao longo das etapas de purificacdo. A linha em azul corresponde a absorbincia, a linha verde a
concentracdo de imidazol (tampdo B) e a linha laranja a condutividade. O retdngulo em vermelho inclui as
fragdes analisadas por SDS-PAGE. Os cromatogramas sao gerados pelo préprio sistema AKTA pure.
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Figura 14 — Perfil proteico de nanocorpos purificados
F4 F5 F6 F7 F8 F9 MM F4  F5
100
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Fonte: Dados da pesquisa. Perfil proteico dos nanocorpos purificados A. VHH-1, B. VHH-3 e C. VHH-4
em SDS-PAGE. F — Fra¢des eluidas; MM - HighRange True Color Protein Marker Sinapse.

4.2.3 Detecgdo dos nanocorpos em fragdes purificadas

A fim de confirmar a presenca dos nanocorpos nas fracdes purificadas, foi
realizado Western Blotting usando anticorpo anti-his, devido a presenca da cauda Hise
fusionada ao VHH. O resultado € apresentado na figura 15.

As bandas proteicas na altura de 25 kDa foram marcadas nas membranas para os
trés nanocorpos investigados. A detec¢do de sinal na membrana do VHH-1 corresponde ao
perfil proteico observado na andlise de purificacdo, sendo detectado nas fragdes 5, 6 e 7. O
mesmo ocorre para os nanocorpos VHH-3 e VHH-4, com detec¢do de sinal nas fracdes 5 e 6
(VHH-3) e 6, 7 e 8 (VHH-4). A asparaginase Z de Bacillus sp. foi utilizada como controle,
porém, devido a metodologia de transferéncia, cujos parametros estabelecidos favorecem a
transferéncia de proteinas de até 30 kDa, a asparaginase aparece fracamente nas membranas
dos VHH-1 e VHH-3.

Além disso, na membrana dos trés VHHs, uma banda menor logo abaixo da mais
forte é observada nas fracoes F6 (VHH-1 e VHH-3) e F7 (VHH-4). E possivel que tenha

ocorrido degradacdo do nanocorpo por enzimas do sistema de expressdo, uma problemadtica
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associada & produgdio de proteinas recombinantes em E. coli.®> Ainda, no que diz respeito a
deteccao de proteinas na membrana do VHH-3, sdo visualizadas bandas fracas na altura de 35
kDa nas trés fracdes analisadas, indicando a presenga de contaminantes aos quais o anticorpo
anti-his ligou-se.

Figura 15 — Western Blotting de nanocorpos purificados.
Asp.Z F5  F6

MM Asp.Z FS F6 F7

Fonte: Dados da pesquisa. Membranas de nitrocelulose reveladas por quimioluminescéncia
correspondentes aos A. VHH-1, B. VHH-3 e C. VHH-4. MM - HighRange True Color Protein
Marker Sinapse; Asp. Z — Asparaginase Z de Bacillus sp. F — Fragdes eluidas na etapa de purificacéo.

Assim, os resultados indicam que o sistema heterélogo E. coli SHuffle pLysS foi
eficiente para a producdo dos nanocorpos alvos em sua forma soldvel, uma caracteristica
desejada pois sugere que a proteina foi devidamente enovelada e, portanto, produzida em sua
forma funcional,'** o que, posteriormente, serd validado com a andlise de interacio VHH-
VLA-4 por meio da técnica de ELISA (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Por outro lado, os resultados de purificacdo indicam a presenga de contaminantes,
algo indesejado na produgdo de proteinas recombinantes. No entanto, ¢ um fato comum nas
primeiras etapas de expressdo de macromoléculas dessa natureza, sendo necessario o
refinamento da metodologia,'” o que inclui a reducdo do gradiente de concentracio de
imidazol. Tal alternativa estd inclusa no desenho de refinamento da purificacdo dos

nanocorpos de interesse, uma préxima etapa no trabalho com essas moléculas.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho sdo apresentados os dados iniciais da pesquisa de desenvolvimento
de trés potenciais inibidores da integrina VLA-4, uma proteina envolvida em importantes
patologias humanas. Assim, o trabalho com os nanocorpos VHH-1, VHH-3 e VHH-4 inclui
abordagem computacional e experimental, a fim de alcancar uma pesquisa robusta e que
servird de referéncia para as proximas etapas de trabalho.

Nesse sentido, por meio da técnica de modelagem comparativa, os objetivos de
obter e validar as estruturas tridimensionais desses anticorpos foram alcangados, sendo
necessdria, porém, a melhoria da modelagem das regides de CDRs, uma limitagdo para a
maioria, ou todas, as ferramentas de modelagem computacional.

Além disso, através das técnicas recombinantes empregadas, os nanocorpos foram
produzidos e purificados, o que permitiu alcangar o objetivo de produzir e obter os
nanocorpos sob a forma solivel. Por outro lado, a realizacio de uma etapa adicional de
refinamento da metodologia de purificacdo, visando a obtenc@o pura dos anticorpos e andlise
de rendimento, € necessaria.

De fato, a combinacdo de técnicas computacionais € experimentais permite que
seja alcancado um trabalho altamente robusto e reflete o interesse de se desenvolver
anticorpos no formato VHH. Desse modo, a partir das estruturas tridimensionais serd possivel
realizar a andlise in silico do papel bioldgico que € explorado, por exemplo, e, posteriormente,
validar experimentalmente, uma vez que as metodologias de producdo e purificacdo se
mostraram eficientes.

Em sintese, o trabalho apresenta resultados promissores no desenvolvimento de
nanocorpos anti-VLA-4, com potencial aplicacdo no tratamento de doencas humanas nas
quais VLA-4 apresenta papel essencial, como na esclerose multipla, a partir de uma

tecnologia que se consolida no setor farmacéutico como terapia de proxima geracao.
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APENDICE A — FUNCAO OBJETIVA DAS ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS

PREDITAS PARA OS NANOCORPOS

Tabela 1 — Func¢do objetiva de cinco modelos preditos para cada VHH.

MODELOS FUNCAO FUNCAO FUNCAO
OBJETIVA | OBJETIVA OBJETIVA
VHH-1 VHH-3 VHH-4
1 865,37122 808,72870 800,34583
2 878,54346 797,44922 779,13123
3 903,33716 796,61121 778,17761
4 878,40363 799,85083 798,67761
5 893,57745 807,87457 774,44897

Legenda: Dados da pesquisa. Os cinco modelos de menor fungdo objetiva entre os 100
preditos s@o numerados de 1 a 5 para cada VHH. Em amarelo estd destacada a funcio
objetiva do modelo de melhor qualidade, com base nas andlises realizadas, para cada

VHH.



