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RESUMO

A COVID-19 é causada pelo Coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-
2), um virus que se espalhou rapidamente pelo mundo desde que foi detectado pela primeira
vez na China, em dezembro de 2019. Essa doenga culminou em uma pandemia e,
consequentemente, em sérios problemas de salde, econdmicos e sociais, motivando a
realizacdo de muitos estudos focados no desenvolvimento de vacinas e de tratamentos
eficientes. A administragdo de anticorpos monoclonais (mAbs) para tratar COVID-19 foi
aprovada de forma emergencial nos EUA apos testes clinicos indicarem restricdes da
progresséo e da complicacdo da doenca. A ndo susceptibilidade da variante Omicron & maioria
dos anticorpos aprovados (de forma emergencial) ao longo da pandemia fez com que as
agéncias reguladoras ndo mais recomendassem sua utilizagdo em muitas regides, todavia um
novo mADb, bebtelovimab, recebeu recente aprovacdo emergencial apds testes clinicos
indicarem sua eficacia para neutralizar essa variante. Dentre 0s varios anticorpos descritos e
estudados ao longo da pandemia de COVID-19, o B38 e o P2B-2F6 sdo inibidores nédo
competitivos de um contato crucial para a entrada do virus nas células humanas, a interacdo
entre 0 dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da proteina Spike e a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2). Nesse estudo, foram aplicadas simulagfes classicas de dindmica
molecular e calculos quénticos para detalhar as interacdes entre cada cadeia desses anticorpos
e 0 RBD a partir de suas estruturas cristalograficas depositadas no protein data bank (PDB
IDs 7BZ5 e 7BWJ). Os resultados indicaram as principais regides e interacdes responsaveis
pelas afinidades de ligagdo nas interfaces de contato dos complexos B38:RBD e P2B-
2F6:RBD. Os residuos do mAb B38 com contribui¢bes energéticas mais significativas, em
ordem crescente de energia de interacdo, foram os seguintes: GLN27, GLY28 e ASN92 na
cadeia leve (LC), e TYR33, SER53 e ILE28 na cadeia pesada (HC). Os principais residuos do
anticorpo P2B-2F6 (em ordem crescente de energia de interagdo) foram: ASN33, TYR32 e
TYR34 na cadeia leve (LC), e TYR27, ILE103 e SER31 na cadeia pesada (HC). Além disso,
a descricdo quantica detalhada aprofundou o entendimento dos mecanismos de ligacdo
responsaveis pelo efeito neutralizante dos anticorpos, permitindo o desenho racional de
peptideos miméticos ciclicos que podem potencialmente ser utilizados para tratar pacientes

infectados pela variante Omicron do SARS-CoV-2.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Bioguimica quantica; Dindmica molecular; Peptideos

miméticos.



ABSTRACT

The COVID-19 is caused by Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
a virus that has spread quickly worldwide since it was first detected in China, in late
December 2019. This disease caused a pandemic and, consequently, numerous health,
economic, and social problems, motivating the carry out of many studies focused on
developing vaccines and efficient treatments. The monoclonal antibodies (mAbs)
administration to treatment of COVID-19 was emergency approved in the USA after clinical
trials indicated restricted disease progression and complication. The non-susceptibility of the
Omicron variant to most approved (emergency) antibodies over pandemic made regulatory
agencies no longer recommend their administrations in many regions, although a new mAb,
bebtelovimab, received the emergency use authorization recently after clinical trials appointed
its neutralization efficacy against that variant. The non-competing pair of mAbs B38 and P2B-
2F6 are inhibitors of a crucial contact to viral entry in human cells, the interaction between the
spike protein’s Receptor-binding domain (RBD) and Angiotensin-converting enzyme (ACE2).
In that study were applied classic simulations of molecular dynamics and quantum
calculations aim detail the interactions between every chain of these antibodies and the RBD
using the crystallographic data deposited in the protein data bank (PDB IDs 7BZ5 e 7BWJ).
The results indicated the crucial regions and interactions for the binding affinities in contact
interfaces of the complexes B38:RBD and P2B-2F6:RBD. The residues of each chain of B38
with the most significant energetic contribution were the following (in ascending order of
energy interaction): GLN27, GLY28, and ASN92 on the light chain (LC), besides TYR33,
SER53, and ILE28 on the heavy chain (HC). The three main residues of each chain of P2B-
2F6 with regard to interaction energy were (in ascending order of interaction energy): ASN33,
TYR32,and TYR34 on LC, and TYR27, ILE103, and SER31 on HC. Moreover, the quantum
description deepened the understanding of the binding mechanisms responsible for mAbs's
neutralizing capacity, allowing the rational design of cyclic mimetic peptides that can be

potentially used to treatment of patients infected by the Omicron variant of SARS-CoV-2.

Keywords: SARS-CoV-2; Quantum biochemistry; Molecular dynamics; mimetic peptides.
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1 INTRODUCAO

O coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2) é o
patégeno responsavel pela pandemia de COVID-19 (ABD EL-AZIZ; STOCKAND, 2020).
Esse virus emergiu inicialmente na China (MAXMEN, 2022) e, de acordo com os dados da
organizacdo mundial da satde sobre COVID-19, até o momento foram registados pelo menos
456.797.217 casos da doenca e 6.043.094 mortes por COVID-19 (dados atualizados no dia 14
de marco de 2022 as 16:22) (“World Health Organization (WHO). WHO Coronavirus
(COVID-19) Dashboard.”, 2022). Na maioria dos casos, essa doenga causa sintomas
moderados como tosse, fraqueza e falta de ar, embora alguns sintomas mais graves como
dispneia, hipoxia, falha respiratoria e disfuncdo sistémica de mdaltiplos 6rgdos aparecam
menos frequentemente (WU; MCGOOGAN, 2020). Até o momento, foram detectados sete
coronavirus capazes de infectar humanos (HCoV-OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, HCoV-
229E, MERS-CoV, SARS-CoV e SARS-CoV-2), com destaque para os virus SARS-CoV e
MERS-CoV, responsaveis por surtos com altas taxas de mortalidade no século 21. Além
desses, mais recentemente deu-se atencdo para 0 SARS-CoV-2, que apesar de apresentar
baixa taxa de mortalidade, tem elevada taxa de contagio, e acabou culminando em uma
pandemia (ABD EL-AZIZ; STOCKAND, 2020; AGHAMIRZA MOGHIM ALIABADI et al.,
2022).

O SARS-CoV-2 é um virus envelopado que possui genoma constituido por uma
fita simples de RNA de sentido positivo ((+)ssRNA) que codifica proteinas ndo estruturais e
estruturais, assim como o0s demais coronavirus (TARIGHI et al., 2021). As proteinas
estruturais do SARS-CoV-2 sdo divididas em proteinas de membrana (M), envelope (E),
nucleocapsideo (N) e spike (S). A proteina Spike, antigeno primario encontrado na superficie
viral, forma homotrimeros que interagem com a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2)
(SHANG et al., 2020b). A ACE2 é uma proteina transmembranar encontrada em diversas
células do corpo humano, em especial nos pneumdcitos tipo I, o que explica a alta
sensibilidade dos pulmdes ao virus (KUBA et al., 2005; VERDECCHIA et al., 2020). A
proteina S é composta por duas subunidades (S1 e S2) que possuem funcdes distintas: S1
possui 0 dominio de ligacdo ao receptor (RBD), responsavel por se ligar a ACE2, enquanto
gue a subunidade S2 medeia a fusdo da membrana viral (SHANG et al., 2020b). Apesar das
semelhangas entre as proteinas S dos virus SARS-CoV-2 e SARS-CoV, analises estruturais
revelaram uma relacdo direta entre a evolucdo da proteina S e a melhora da capacidade de

entrada nas células dos hospedeiros (SHANG et al., 2020a). E importante ressaltar que
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algumas das vacinas utilizadas para controlar a pandemia de COVID-19, como a
BN5162b2/Pfizer e a mRNA-1273/Moderna, estimulam a producdo de anticorpos que tém
como alvo a proteina S e, portanto, impedem a entrada do virus nas células humanas
(FRANCIS et al., 2022). Os anticorpos monoclonais (mAbs) derivados de camundongos
humanizados e de plasma convalescente de pacientes recuperados de COVID-19 surgiram
como possiveis tratamentos eficazes (COPIN et al., 2021; HANSEN et al., 2020; HUO et al.,
2020; JONES et al., 2021). Bamlanivimab, Etesevimab e Casirivimab sdo alguns dos
anticorpos monoclonais comerciais que tém como alvo a proteina S e, portanto, bloqueiam a
ligacdo entre 0 RBD e a ACE2 (DOUGAN et al.,, 2021; TAYLOR et al., 2021). Esses
anticorpos tiveram, em algum momento ao longo da pandemia, seu uso emergencial aprovado
por agéncias regulatorias de diferentes paises apds estudos clinicos indicarem significativa
reducdo da carga viral, diminui¢do da admiss@o hospitalar e da mortalidade (DOUGAN et al.,
2021; KOTHARI; WOODLAND BORELLA; SMITH, 2022; TAYLOR et al.,, 2021;
WEINREICH et al.,, 2021). Entretanto, as agéncias reguladoras ja ndo recomendam a
administracdo desses mAbs, e sim do bebtelovimab, pois ele apresenta eficacia contra a
variante Omicron do SARS-CoV-2, ao contrario dos demais (“Coronavirus (COVID-19)
Update: FDA Authorizes New Monoclonal Antibody for Treatment of COVID-19 that Retains
Activity Against Omicron Variant”, 2022; HOFFMANN et al., 2022; WESTENDOREF et al.,
2022). Alem desses inibidores mencionados acima, um elevado ndmero de anticorpos
monoclonais com mecanismos de neutralizagdo similares foram relatados (HWANG et al.,
2022), tais como o B38 (WU et al., 2020), recentemente utilizado no desenvolvimento de um
anticorpo monoclonal biespecifico (LI et al., 2022), e 0 P2B-2F6 (JU et al., 2020), que se
mostrou resistente a algumas mutacdes (GE et al., 2021). Os mAbs B38 e P2B-2F6 ndo
competem entre si pois seus epitopos alvos sdo consideravelmente diferentes (Figura 1). O
B38 é formado por uma cadeia pesada (HC) e uma cadeia leve (LC), que possuem,
respectivamente, trés e duas regides determinantes de complementariedade (CDR) cruciais
para a neutralizagdo da proteina Spike (Figura 2). O P2B-2F6 é composto por uma HC e uma
LC, possuindo trés e uma CDR descritas como importantes para sua interacdo com o RBD
(Figura 3). O anticorpo B38 compete de forma mais direta com a ACE2 pelo RBD pois seu
epitopo possui 18 residuos em comum com a regido de ligacdo da ACE2, em comparagdo com
0s 2 residuos de sobreposi¢do com epitopo do P2B-2F6 (JU et al., 2020; WU et al., 2020).
Apesar das vantagens relacionadas ao uso de anticorpos no tratamento de
COVID-19, alguns efeitos colaterais, como nausea, diarreia, tontura, dor de cabeca e vomito

podem ocorrer em alguns casos (TAYLOR et al., 2021). Além disso, 0 surgimento de
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variantes de preocupacdo (VOC) do SARS-CoV-2 contendo mutag¢Ges na proteina Spike tem
sido recorrente no decorrer da pandemia. Mutacdes podem diminuir a eficacia de anticorpos e
das vacinas, ressaltando a importancia de continuar a desenvolver tratamentos que possam
beneficiar os mais diversos tipos de pacientes: vacinados, ndo vacinados e imunodeprimidos
(IOVINO et al., 2021; PARKER et al., 2022; TAYLOR et al., 2021).

Nesse contexto, peptideos miméticos tém emergido como moléculas mais estaveis
que tém sido propostas para tratar diferentes tipos de doencas como COVID-19, desordens
cardiovasculares e cancer (AMARAL et al., 2020; KAROYAN et al., 2021; WOLSKA et al.,
2021). O desenho racional de peptideos miméticos se baseia na estreita relagdo entre a
estrutura e a funcdo das proteinas nos organismos vivos, visando preservar fungbes de uma
proteina por meio de moléculas sintéticas menores (AMARAL et al., 2020; GETZ;
REARDON, 2014). A maioria dos peptideos miméticos propostos para tratar COVID-19 sdo
derivados da ACE2 e foram desenhados com base nas distancias entre os residuos
(KAROYAN et al., 2021; MAAS et al., 2021), como alguns peptideos que tém suas estruturas
baseadas na al-hélice da ACE2 e foram capazes de inibir a formacdo do complexo
RBD:ACE2 (LARUE et al., 2021). Alem do mais, ndo ha na literatura relato de peptideos
baseados em anticorpos que tenham sido propostos como inibidores da proteina Spike.

A biologia computacional envolve métodos como dinamica molecular classica,
protocolo das energias de mecéanica molecular combinadas com a Poisson-Boltzmann e
solvatagdo continua de area de superficie (MMPBSA), teoria do funcional da densidade (DFT)
e muitas outras ferramentas in silico que sdo usadas para obter novas informacdes sobre
complexos biolégicos compostos, em sua maioria, por proteinas, peptideos e farmacos (FOX
et al., 2014; GELPI et al., 2015; SHENG et al., 2021). A bioquimica quantica € uma técnica
robusta baseada na DFT, que tem sido aplicada para estudar biomoléculas e descobrir novas
drogas (AMARAL et al., 2020; SOUZA et al., 2021; TAVARES et al., 2018), ademais, FOX
et al. (2014) relataram que a DFT fornece resultados mais acurados do que o protocolo
MMPBSA. Alguns estudos recentes fizeram uso de bioquimica quantica para fornecer
descricdes detalhadas sobre as energias de interacdo entre os residuos de aminoacidos
responsaveis pelas interacoes em sistemas do tipo proteina:peptideo e proteina:proteina
(MORAIS et al., 2020; SOUZA et al., 2021).

Nesse estudo, as estruturas cristalograficas dos mAbs B38 e P2B-2F6 ligados ao
RBD (Figura 2 e Figura 3) foram submetidas a dindmicas moleculares e calculos quanticos
para obter as energias de interacdo dos residuos responsaveis pela capacidade de neutralizagédo

desses anticorpos (Figura 1). Essas valiosas informacgdes, bem como outros dados obtidos por



12

meio de andlises in silico de mutacOes e estabilidade, foram utilizadas na etapa de desenho
racional dos peptideos miméticos ciclicos com alto potencial para inibir a entrada do SARS-

CoV-2 em células humanas.

Figura 1 — Alinhamento estrutural dos complexos B38:RBD (PDB ID 7BZ5) e P2B-
2F6:RBD (PDB ID 7BWJ). As cadeias pesadas (HCs), leves (LCs) e os dominios de
ligacdo ao receptor (RBDs) estdo representados no estilo “cartoon”. As HCs dos
anticorpos B38 e P2B-2F6 estdo representadas em vermelho e salmdo escuro. As LCs
do B38 e do P2B-2F6 estdo coloridas, respectivamente, de azul e roxo. Os RBDs
sobrepostos estdo em verde.

P2B-2F6

B38

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 2 — Detalhamento estrutural do cristal B38:RBD (PDB ID 7BZ5). (A) Visao
geral do complexo B38:RBD. A cadeia pesada (HC), a cadeia leve (LC) e 0 RBD estdo
representados em vermelho, azul e verde, respectivamente. (B) Representacdo das trés
regides determinantes de complementariedade da cadeia pesada (HCDR1, HCDR2 e
HCDR3) e dos principais residuos que medeiam a interacio HC-B38:RBD. (C)
Representacdo das duas regides determinantes de complementariedade da cadeia leve
(LCDR1 e LCDR3) cruciais para a interagdo com o RBD, e indicagdo dos principais
residuos previamente indicados como responsaveis pela interacdo entre LC-B38 e

RBD.
A

& B38
“' )
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v

AR

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 3 — Detalhamento estrutural do cristal P2B-2F6:RBD (PDB ID 7BWJ). (A)
Visdo geral do complexo P2B-2F6:RBD. A cadeia pesada (HC), a leve (LC) e 0 RBD
estédo coloridos de salmé&o escuro, roxo e verde, respectivamente. (B) Representacdo das
trés regibes determinantes de complementariedade da cadeia pesada (HCDR1, HCDR2
e HCDR3) e dos principais residuos que medeiam a interagdo HC-P2B-2F6:RBD. (C)
Representacdo da Unica regido determinante de complementariedade (LCDR1) que
contribui significativamente para a interacdo do anticorpo com o RBD. Os principais
residuos responsaveis pela estavel interacdo entre LC-P2B-2F6 e RBD também estdo
em destaque.

A £ & P2B-2F6

Fonte: Elaborada pelo autor.
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2 METODOLOGIA

2.1 Preparacao das estruturas

As estruturas tridimensionais dos complexos B38:RBD (ID 7BZ5. Cadeias A, H e
L) e P2B-2F6:RBD (ID 7BWJ. Cadeias E, H e L) foram obtidas no banco de dados Protein
Data Bank (PDB). Em seguida, o software Discovery Studio Visualizer 2020 (BIOVIA,
Dassault Systemes) foi utilizado para remover as glicosilagfes e as moléculas de agua. Depois
disso, os residuos de aminoacidos das cadeias proteicas de ambos 0s complexos tiveram seus
estados de protonacdo devidamente ajustados selecionando o pH 7,4 no servidor Protein
Prepare (MARTINEZ-ROSELL ; GIORGINO; DE FABRITIIS, 2017).

2.2 Dinamicas moleculares

As simulacBes de minimizacdo energética, equilibrio e dindmica molecular foram
executadas utilizando o software GROMACS 2021.2 (PRONK et al., 2013). Inicialmente, 0
campo de forca OPLS-AA/L all-atom foi selecionado para configurar a topologia de ambos os
complexos (ROBERTSON; TIRADO-RIVES; JORGENSEN, 2015) que, em seguida, foram
colocados nos centros de diferentes caixas, a distancias de pelo menos 1,0 nm das paredes das
mesmas. As dimensbes das caixas usadas para os complexos B38:RBD e P2B-2F6:RBD
foram 135 x 135 x 135 A% e 145 x 145 x 145 A3, respectivamente. O modelo de solvatagio
SPCI/E foi escolhido para o preenchimento das caixas com moléculas de agua. Além disso,
concentracdes de 0,15 mol.L™ dos ions Na+ e Cl- foram adicionados as caixas d’agua. Depois
disso, os sistemas tiveram suas energias minimizadas e foram submetidos a simula¢des dos
tipos NVT e NPT, ambas com 100 ps de duragdo. Essas simulacdes foram utilizadas para
atingir parametros ideais de temperatura e pressdo. Em seguida, ambos os complexos foram
submetidos a simulagdes de dindmica molecular com duragdo de 100 ns. As coordenadas
atdbmicas de cada complexo ao final de suas dindmicas moleculares foram utilizadas nas

etapas de execucdo das demais simulagdes computacionais.

2.3 Bioquimica quantica

Inicialmente os dois complexos proteicos provenientes das dindmicas moleculares
foram divididos nestas quatro partes: HC-B38:RBD, LC-B38:RBD, HC-P2B-2F6:RBD e LC-
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P2B-2F6:RBD. Em seguida, o protocolo de fracionamento molecular com “caps” conjugados
(MFCC) (ZHANG; ZHANG, 2003) foi aplicado com o intuito de detalhar as energias de
interacdo entre as cadeias dos anticorpos (quatro no total) e o RBD através de céalculos
quanticos envolvendo pares de residuos (Ri e Rj) componentes dessas cadeias proteicas, como
indicado pelo esquema a seguir: E(Ri — Rj) = E(Ci.1RiCi+1 + Cj1RCj+1) — E(Ci1RiCix1 + Cj-
1Cj+1) — E(Ci1Ci+1 + Cj1RjCj+1) + E(CiaCis1 + Cj1Cj+1). Onde o primeiro termo da equagéo,
E(Ci1RiCi+1 + Cj1RjCj+1), representa a soma das energias de interagcdo do sistema formado
pelos residuos Ri, Rj e suas capas moleculares; o segundo componente, E(Ci-1RiCi+1 + Cj-
1Cj+1), representa a energia do sistema formado pelo Ri com suas capas moleculares e as capas
do Rj; o terceiro termo, E(Ci1Ci+1 + C;1RjCj+1), expressa a energia de interacdo total do
sistema composto por Rj, suas capas moleculares e as capas do Ri; O ultimo componente do
esquema, E(Ci1Ci+1 + Cj.1Cj+1), indica a energia de interacdo do sistema composto somente
pelas capas moleculares. Essas capas moleculares, representadas pelos termos Ci-1, Ci+1, Cj-
1 e Cj+1, sdo residuos covalentemente ligados aos grupos amino ou carboxila de Ri e Rj e que
possuem atomos de hidrogénio preenchendo as lacunas deixadas pelas auséncias de algumas
ligacOes peptidicas. Nesses calculos, foram consideradas as interages ndo covalentes entre 0s
residuos de aminoacidos das cadeias dos anticorpos e 0 RBD distando até 8,0 A entre si. As
contribuicbes energéticas das moléculas de agua explicitas com até 2,5 A de distancia dos
residuos também foram incluidas nos calculos quéanticos. As Ultimas coordenadas atdmicas
resultantes de cada dindmica molecular foram submetidas ao esquema de MFCC acima e, em
seguida, aos calculos baseados na DFT utilizando o pacote DMOL3 (DELLEY, 2000) através
do software Materials studio 8.0 (BIOVIA, Dassault Systemes).

2.4 Interacg0es nas interfaces dos complexos B38:RBD e P2B-2F6:RBD

Os diagramas 2d das ligacbes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas foram
elaborados usando o LigPlot+, versdéo 1.4.5 (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011,
WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995). As interacbes i0nicas, cation-pi e
aromaticas foram calculadas usando os critérios padrdes da ferramenta Protein Interaction
Calculator (PIC) (TINA; BHADRA,; SRINIVASAN, 2007). As interacdes entre cada cadeia
dos anticorpos e o0 RBD foram analisadas individualmente nos seguintes subsistemas: HC-
B38:RBD, LC-B38:RBD, HC-P2B-2F6:RBD e LC-P2B-2F6:RBD. Os parametros usados
para detectar as ligaces de hidrogénio foram os seguintes: 2,70 A de distancia maxima entre

o hidrogénio e o seu aceptor, e um méaximo de 3,35 A entre o 4tomo doador e o 4tomo aceptor.
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As interacOes ndo ligadas (que ndo sdo ligacdo covalente ou ligacdo de hidrogénio), foram
consideradas interacdes hidrofobicas e seus parametros foram os seguintes: 2,90 A e 3,90 A

como sendo as distancias minima e maxima para tal interac@o ser considerada hidrofobica.

2.5 Escrutinio das mutacdes

As Ultimas coordenadas atdmicas das dinamicas moleculares (100 ns) dos
complexos B38:RBD e P2B-2F6:RBD foram usadas para analisar as influéncias de algumas
mutacOes sobre a afinidade de ligacdo entre os anticorpos e 0s RBDs com mutagdes pontuais.
As moléculas de agua foram removidas e os complexos foram submetidos ao protocolo de
mutacdo presente no software VMD 1.9.3 (Visual Molecular Dynamics) (HUMPHREY,;
DALKE; SCHULTEN, 1996). A escolha das mutagdes K417N, G446S, S477N, Q493R,
Q496S, Q498R, N501Y e Y505H para a realizacdo das analises do complexo B38:RBD foi
feita com base no fendtipo da variante Omicron do SARS-CoV-2 (DEJNIRATTISAI et al.,
2022). Levando em consideracdo a diferenca entre os epitopos dos mAbs, somente as
mutacOes G446S, E484A, Q493R e G496S foram selecionadas para as simulacbes do
complexo P2B-2F6:RBD. Essas mutacgdes foram adicionadas ao RBD separadamente, ou seja,
cada novo complexo proteico criado pelo VMD 1.9.3 cotinha somente uma mutagdo pontual,
gerando 12 novas estruturas proteicas. Depois disso, esses novos complexos foram
submetidos a minimizagdo de energia no GROMACS 2021.2 (PRONK et al., 2013). A
primeira etapa consistiu na utilizacdo do campo de forca OPLS-AA/L all-atom para
estabelecer a topologia dos atomos que compdem o sistema. Em seguida, cada complexo
proteico foi colocado no centro de uma caixa e selecionou-se 0 modelo de solvatacdo SPC/E
para preenché-las. Além disso, os fons Na+ e Cl- (0.15 mol.L?) foram adicionados a cada um
dos sistemas. Depois das etapas de preparacdo descritas anteriormente, cada complexo foi
submetido a uma simulacdo de minimizacdo energética até que os mesmos alcangassem
estados de potencial energético convergentes. Subsequentemente, os complexos devidamente
minimizados foram utilizados como arquivos de entrada no servidor BeAtMusic (DEHOUCK
et al., 2013) a fim de encontrar mutagGes nas sequéncias dos anticorpos com potencial para
aumentar a afinidade dos mesmos pelo RBD da proteina Spike com mutagdes pontuais

encontradas na variante Omicron.

2.6 Desenho racional dos peptideos miméticos ciclicos
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Este design racional foi similar ao desenvolvido por AMARAL et al. (2020). Os
peptideos foram desenhados com base nas regifes que apresentaram maior contribuicdo
energética para a estabilizacdo das interagdes entre os anticorpos e a proteina S. Além disso, o
software Discovery Studio 2020 (BIOVIA, Dassault Systémes) foi utilizado para estabelecer
uma ligacdo peptidica entre o residuo inicial e o residuo final de cada peptideo, tornando-os
ciclicos. Em seguida, o campo de forca CHARMm (MOMANY; RONE, 1992) foi
selecionado durante a execucdo do pacote de minimizacdo energética do Discovery Studio
2020 (BIOVIA, Dassault Systemes) para realizar a optimizacdo geométrica de todos os
peptideos miméticos. Finalmente, novas sequéncias peptidicas foram propostas com base no

escrutinio das mutacdes.

2.7 PredicOes de estabilidade e antigenicidade

As sequéncias de aminoacidos dos peptideos, seguidas das cadeias pesadas e leves
dos anticorpos, foram submetidas a clivagens mediadas por pepsina (pH 1.3 e pH > 2),
tripsina e quimotripsina usando a ferramenta PeptideCutter (GASTEIGER, 2003). O servidor
Half-Life of Peptides in intestine like environment (HLP) (SHARMA et al., 2014) foi
utilizado para realizar os célculos de meia-vida dos peptideos em um ambiente que possuli
semelhancas com as condic@es intestinais. Por fim, a ferramenta de predicdo de peptideos

antigénicos do Immunomedicine Group (http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.html) foi

utilizada para medir o grau de antigenicidade das sequéncias dos peptideos e das cadeias dos

anticorpos.


http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.html
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Simulagdes de dinamica molecular

Mudangas nos valores de RMSD (Root-mean-square deviation) das coordenadas
atdbmicas de proteinas ao longo do tempo sdo indicadores da estabilidade estrutural em
simulacdes de dindmica molecular. No caso dos complexos proteicos P2B-2F6:RBD e
B38:RBD, as varia¢cdes de RMSD nos ultimos 20 ns de suas dindmicas moleculares foram
1,58 A e 2,79 A (Gréfico 1), indicando que o P2B-2F6 forma um complexo mais estavel que
0 B38. O valor de RMSD final, correspondente ao tempo de 100 ns, foi de 6,11 A na dinamica
molecular de B38:RBD, enquanto o complexo P2B-2F6:RBD apresentou um RMSD final de
2,89 A. Indicando, portanto, que P2B-2F6:RBD apresenta estrutura final mais similar ao
cristal do que o B38:RBD. A titulo comparativo, uma variacio de RMSD de 1,50 A foi
relatada para o anticorpo B38 utilizando simulacBes de metadinamica (MISHRA;
BANDYOPADHYAY, 2022), contudo, nenhum relato de variacgdo de RMSD do complexo

inteiro encontrado.

Gréfico 1 — Valores de RMSD como uma funcéo de tempo. (A) Valores de RMSD do
complexo B38:RBD. (B) Valores de RMSD do complexo P2B-2F6:RBD.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2 Biogquimica quéntica

Os célculos quanticos foram realizados utilizando somente constante dielétrica
homogénea (e=40) tendo como base estudos que apresentaram modestas divergéncias ao

comparar as energias de interacdo obtidas através de calculos baseados na DFT utilizando
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estes diferentes modelos em complexos do tipo proteina::proteina: constante dielétrica nédo
homogénea e constate homogénea (AMARAL et al., 2020; MORAIS et al., 2020).

A energia de interacio total entre o mAb B38 e o RBD foi -238,37 kcal.mol™?, e
pode ser dividida em -125,76 kcal.mol™ e -112,61 kcal.mol™?, contribuicGes energéticas da
cadeia pesada e da leve, respectivamente (Figura 4A). A energia de interagdo entre o P2B-2F6
e 0 RBD foi menos atrativa, -152,81 kcal.mol, sendo -117,14 kcal.mol™* proveniente da HC e
-35,67 kcal.mol™ da LC (Figura 4B). Essas energias de interacio se mostraram proporcionais
aos valores de concentracéo inibitoria média (IC50) dos anticorpos: 0,177 pg.mL™ (B38) e
0,410 pg.mLt (P2B-2F6) (JU et al., 2020; WU et al., 2020). O que pode indicar que a
capacidade inibitéria de um mAb pode ter relacdo direta com seu nivel de afinidade pelo alvo.
Além disso, a cadeia pesada do P2B-2F6 apresentou uma energia de interacdo
aproximadamente trés vezes menor que sua cadeia leve, corroborando o relato anterior que
apontou essa HC como sendo primariamente utilizada para bloquear a interagéo entre 0 RBD
e aACE2 (JU et al., 2020).

Figura 4 — Soma das energias de interacdo individuais (E(t)) entre os residuos das
cadeias pesadas e leves dos anticorpos e o0s residuos do RBD, considerando um raio de
8 A como a distancia maxima entre os residuos. (A) As somas progressivas dos valores
de energia de interagdo do RBD com a HC e a LC do B38 estdo coloridas em vermelho
e azul, respectivamente, bem como seus respectivos valores de energia total (E(t)). (B)
Os pontos que representam as somas consecutivas das energias de interagéo entre o
RBD e cada uma cadeia do anticorpo P2B-2F6 estdo indicados em salméo (HC) e roxo
(LC) ao lado dos termos E(t), que indicam a interagdo global no raio de 8 A, e esto

coloridos com as mesmas cores.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A bioquimica quantica indicou que as HCDRs e LCDRs sdo cruciais para a
estabilidade das interacdes entre os anticorpos e 0 RBD (Figura 5 e Figura 6). Além disso, 0s

resultados dos calculos também corroboram descricBes prévias acerca das estruturas
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cristalogréficas: trés HCDRs compondo os paratopos em cada anticorpo, além de uma e duas

LCDRs (paratopos) no P2B-2F6 e B38, respectivamente.

Figura 5 — Descricdo quantica dos principais agrupamentos energéticos do
complexo B38:RBD. Os pontos localizados ao lado dos residuos apontam quais
deles foram previamente indicados como componentes do paratopo. As distancias
entre os residuos do anticorpo e 0 RBD estéo indicadas a direita de cada gréafico. (A)
Energias de interacdo entre os residuos da HC-B38 e do RBD. (B) Energias de
interacdo entre os residuos da LC-B38 e do RBD.
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Figura 6 — Descricdo energética do sistema P2B-2F6:RBD. Os pontos ao lado dos
residuos indicam os componentes do paratopo previamente relatados. As distancias
entre os residuos do anticorpo e do RBD se encontram a direita de cada grafico. (A)
Energias de interacdo entre os residuos da HC-P2B-2F6 e do RBD. (B) Energias de
interacdo entre os residuos da LC-P2B-2F6 e do RBD.
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Os principais agrupamentos energéticos do B38, HCDR1, HCDR2, HCDR3,
LCDR1 e LCDR3 (Figura 5), apresentaram as seguintes energias de interacdo: -60,40
kcal.mol™?, -29,84 kcal.mol?, -29,28 kcal.mol?, -64,74 kcal.mol™ e -24,44 kcal.mol™. A soma
dessas energias (-208,38 kcal.mol™) representa aproximadamente 87,55 % da interagio
energética total entre 0 B38 e o RBD, em concordancia com estudos anteriores acerca do
complexo estrutural B38:RBD (MISHRA; BANDYOPADHYAY, 2022; WU et al., 2020). A
descricdo energética obtida através dos céalculos quanticos permitiu identificar os residuos
PHE27, TYR33, SER53, SER56, GLU98 e ALA99 como sendo os principais componentes de
seus respectivos agrupamentos energéticos da cadeia pesada, além de ter indicado GLN27,
GLY28 e SER31 (SER93) como essenciais para as interacdes de LCDR1 (LCDR3) (Figura 5).
Ademais, uma nova regido, formada pelos residuos SER56, SER67 e GLY68, se provou
relevante para a interacdo da cadeia leve, contribuindo com -17,23 kcal.mol™ (8,27 %) para a
energia de interacdo total. Além disso, muito residuos que ndo comp&em o epitopo, como por
exemplo, ALA419, ARG454, CYS488 e TYR508 tiveram modestas contribuicdes energeéticas
para a estabilidade do complexo B38:RBD (Apéndice A e Apéndice B).

Um padrdo similar foi observado nos agrupamentos HCDR1, HCDR2, HCDR3 e
LCDR1 do P2B-2F6 (Figura 6), possuindo energias de interacdo de -55,60 kcal.mol?, -6,43
kcal.mol™, -38,18 kcal.mol™ e -28,22 kcal.mol. A soma dessas energias (-128,38 kcal.mol™?)
corresponde a aproximadamente 84,04 % da energia de interacdo responsavel pela ligacao ao
RBD. Os calculos quénticos indicaram os residuos GLY32, TYR53 e SER55 como
componentes fundamentais dos aglomerados HCDR1 e HCDR2, e a TYR34 na LCDR1
(Figura 6). Além desses, numerosos residuos que ndo fazem parte do epitopo da proteina
Spike, tais como, THR345, ARG346, PHE347 e GLU471 mostraram moderadas
contribuicdes energeticas (Apéndice C e Apéndice D).

Os residuos com as cinco menores energias de interacdo em cada cadeia dos
mAbs foram escolhidos para andlises mais detalhadas. Na HC-B38 foram selecionados
TYR33, SER53, ILE28, PHE27 e TYR52 (Figura 5A), que contribuiram para a energia de
interacio total com -15,55 kcal.mol, -12,43 kcal.mol ™, -11,75 kcal.mol™, -11,20 kcal.mol™* e
-10,34 kcal.mol ™. Além desses, os residuos GLN27, GLY28, ASN92, TYR32 e SER67 foram
os selecionados da LC-B38, possuindo as seguintes energias de interagdo: -20,54 kcal.mol?, -
14,53 kcal.mol™, -10,55 kcal.mol™, -10,34 kcal.mol1 e -8,63 kcal.mol™. Os residuos do RBD
que apresentaram energia de interacdo de no maximo -1,00 kcal.mol* com pelo menos um
dos dez residuos do B38 mencionados acima, estdo representados na figura 7. Dentre esses
residuos, LYS417, TYR421, PHE456, ALA475 e GLY476 realizaram interagdes com pelo
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menos dois dos cinco principais residuos da HC-B38, e os residuos THR500, GLY502 e
TYR505 do RBD, que estabeleceram interacdes significativas com pelo menos dois dos cinco
residuos menos energéticos da LC-B38, em concordancia com WU et al. (2020), que
classificaram o0s seguintes residuos como componentes do epitopo: LYS417, TYRA421,
PHE456, GLY476, THR500, GLY502 e TYR505.

Os cinco residuos de maior importancia energética para o contato entre a HC-
P2B-2F6 e a proteina spike foram TYR27, ILE103, SER31, ARG112 e VAL105 (Figura 6A).
Eles apresentaram energias de interacdo de -14,27 kcal.mol?, -14,10 kcal.mol?, -14,09
kcal.mol™, -10,82 kcal.mol™ e -9,61 kcal.mol, respectivamente. Dentre os residuos do RBD,
ASN448, TYR449 e LEU492 tiveram energias de interacdo pontuais de no maximo -1,00
kcal.mol™ com pelo menos dois desses residuos da HC-P2B-2F6. Ademais, os residuos da
LC-P2B-2F6 com menores energias de interagdo foram ASN33, TYR32, TYR34, LYS55 e
VALS53 e tiveram energias de -13,83 kcal.mol?, -8,35 kcal.mol?, -5,44 kcal.mol?, -2,76
kcal.mol™ e -2,22 kcal.mol? (Figura 6B). Os residuos de aminoacidos responsaveis pelas
interacbes com pelo menos dois desses cinco principais residuos da LC-P2B-2F6 foram
GLY482 e GLUA484. Tais resultados estdo de acordo com JU et al. (2020), que indicaram
ASN448 e TYR449 como parte do epitopo. Os célculos quanticos também mostraram que a
GLY482 e LEU492 séo energeticamente relevantes, apesar de néo terem sido indicados como
componentes do epitopo alvo desse anticorpo.

Algumas pesquisas recentes mostraram que mutacdes como K417N, A475V,
E484K e N501Y reduzem a afinidade entre o B38 e 0 RBD, diminuindo assim sua capacidade
de neutralizacdo em diferentes niveis (CHAKRABORTY, 2022; LI et al., 2020, 2022). Essas
mutacdes estdo presentes em algumas variantes do SARS-CoV-2 [Alfa (N501Y), Beta
(K417N, R484K e N501Y), lota (E484K) e Omicron (K417N e N501Y)] (DEJNIRATTISAI
et al., 2022; SOCHER et al., 2021; TEGALLY et al., 2021; WEST et al., 2021). Ademais,
dados experimentais indicaram diminuicdo da capacidade neutralizante do B38 quando ele
tem como alvo a variante Omicron, enquanto que nenhuma alteracdo foi relatada para a
variante Delta, detentora das mutacbes L452R e T478K (OU et al., 2022). Um outro estudo
mostrou que E484K, E484Q e E484A causam resisténcia ao P2B-2F6 (SUN et al., 2022).
Alem disso, GE et al. (2021) mostraram que o P2B-2F6 foi mais eficiente ao neutralizar a
proteina S com as mutagdes F486A e Q493A do que ao inibir a proteina S do virus selvagem
(livre de mutacdes). E vélido destacar que os céalculos quanticos indicaram que E484, F486 e
Q493 participam de alguns dos principais contatos entre P2B-2F6 e o RBD (Figura 7). Com

base nessas informaces, pode-se propor que mutagdes pontuais em um dos 36 residuos do
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RBD responsaveis pelas principais interacbes com os anticorpos (Figura 7) devem alterar

significativamente a capacidade de neutralizacdo dos mesmos.

Figura 7 — Descrigdo das interacfes entre os cinco residuos com maior contribuicéo
energética de cada cadeia dos anticorpos e os residuos do RBD. Os eixos y dos graficos
fazem referéncia a energia de interacéo e no eixo x se encontram os residuos da proteina
Spike. (A-E) Descricdo energética dos principais contatos dos residuos PHE27, ILE28,
TYR33, TYR52 e SER53 da cadeia pesada do B38. (F-J) Descricdo dos contatos de
interacdo mais relevantes dos residuos GLN27, GLY28, TYR32, SER67 e ASN92 da
cadeia leve do B38. (K-O) Principais interacGes entre os residuos TYR27, SER31,
ILE103, VAL105 e ARG112 da HC-P2B-2F6 e o RBD. (P-T) Detalhamento dos
principais contatos atrativos entre o RBD e o0s residuos TYR32, ASN33, TYR34,
VALS53 e LYS55 da LC-P2B-2F6.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3 Interag0es nas interfaces dos complexos B38:RBD e P2B-2F6:RBD

Apods a dinamica molecular, foram detectadas quarenta e trés interacdes
hidrofdbicas na interface do complexo B38:RDB, das quais 27 foram estabelecidas com a HC
e 16 com a LC. Os residuos TYR505, ALA475 e ASN487 da proteina S tiveram maior
predominancia nos contatos hidrofébicos, com 7, 4 e 4, respectivamente (Tabela 1). HC-
ILE28, HC-TYR33, LC-GLN27 participaram de 3 contatos hidrofobicos cada, sendo os
residuos do anticorpo B38 com maior nimero de interagdes hidrofobicas (Tabela 1). Ademais,
foram detectadas 9 ligacdes de hidrogénio (HB) entre os residuos da cadeia pesada do B38 e 0
RBD, além de 5 HB estabelecidas com a cadeia leve (Tabela 1). Dentre os residuos com

maior quantidade de ligagcdes de hidrogénio, a HC-SER53 estabeleceu 2 HB com a ARG457,
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e a HC-ARG97 fez 2 HB com a ASN487 (Tabela 1). Além disso, 1 interac&o i6nica, 3 cation-
pi e 4 interacdes aromaticas foram detectadas na interface de contato do complexo B38:RBD
(Tabela 1). As interacdes hidrofobicas e as ligagbes de hidrogénio descritas acima estdo

ilustradas nas figuras 8 e 9.

Tabela 1 — InteracGes entre 0 B38 e 0 RBD

(Continua)
~ Residuo Cadeia Residuo . .

Interacéo (mAD) (MAD) (RBD) Distancia(A)
VAL2 Pesada ASN487
GLY26 Pesada ASN487
PHE27 Pesada ALA475
PHE27 Pesada ASN487
ILE28 Pesada ALA475
ILE28 Pesada GLY476
ILE28 Pesada SERA477
SER31 Pesada TYRA473
SER31 Pesada ALA475
ASN32 Pesada ALA475
ASN32 Pesada TYR489
TYR33 Pesada LYS417
TYR33 Pesada TYR421
TYR33 Pesada LEU455
TYR52 Pesada TYR421
SER53 Pesada ARG457
SER53 Pesada LYS458
SER53 Pesada TYRA473
GLY54 Pesada TYR421
GLY54 Pesada ASN460
SER56 Pesada ASN460

Hidrofobicas* TYR58 Pesada THRA415

TYR58 Pesada GLY416
ARG97 Pesada ASN487
ARG97 Pesada TYR489
ALA99 Pesada TYR489
TYR100 Pesada GLY485

ILE2 Leve TYR505
GLN27 Leve GLY504
GLY?28 Leve ASN501
GLY28 Leve GLY502
ILE29 Leve TYR505
SER30 Leve THR500
SER30 Leve ASN501
SER31 Leve GLY496
TYR32 Leve TYR495
TYR32 Leve TYR505

SER56 Leve PHEA486



(Concluséo)

~ Residuo Cadeia Residuo . .
Interacdo (MAb) (MAb) (RBD) Distancia(A)
SER67 Leve GLN498
SER67 Leve THR500
GLY68 Leve THR500
ASN92 Leve ARG403
ASN92 Leve TYR505
GLY26 Pesada ASN487 2,74
ILE28 Pesada ALA475 2,73
SER31 Pesada TYR473 2,75
TYR33 Pesada LEU455 2,85
SER53 Pesada ARG457 2,79
SER53 Pesada ARG457 3,29
Ligacdes de GLY54 Pesada TYR421 2,77
Hidrogénio? ARG97 Pesada ASN487 2,68
ARG97 Pesada ASN487 2,96
GLN27 Leve GLY504 2,99
GLY28 Leve GLY502 3,02
SER67 Leve THR500 2,88
LEU91 Leve TYR505 2,97
ASN92 Leve ARG403 2,95
I6nicas? GLU98 Pesada LYS417
TYR33 Pesada LYS417 5,31
Cation-Pi? TYR52 Pesada LYS417 5,31
TYR32 Leve ARG403 5,89
TYR33 Pesada TYR421 6,88
Aromaticas? TYR52 Pesada TYR421 6,87
TYR33 Pesada PHE456 6,07
TYR32 Leve TYR505 5,79

Fonte: elaborada pelo autor.

Notas: (1) Interagdes calculadas pelo LigPlot 1.4.5. (2) Interacdes calculadas pelo servidor

PIC (Protein Interaction Calculator).
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Figura 8 — llustragdo dos contatos hidrofobicos e das ligacdes de hidrogénios
encontradas na interface de contato do complexo B38:RBD. (A) Visdo geral do
complexo B38:RBD ap6s a dinamica molecular. HC, LC e RBD estdo indicados em
vermelho, azul e verde, respectivamente. (B-C) Representacdo 2D das interacOes
hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio entre os residuos da HC (laranja) e do RBD
(verde). As interagdes hidrofobicas sdo indicadas pelos arcos coloridos em vermelho e
rosa, enquanto as ligagdes de hidrogénio estdo representadas pelas linhas verdes
pontilhadas. Os valores indicados levam em consideracdo a distancia entre o atomo
doador e o aceptor. (D-E) Representacdo 3D dos residuos que estabelecem ligacdes de
hidrogénio entre si. As distancias representadas foram calculadas entre o0 &tomo aceptor

e 0 hidrogénio.
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Figura 9 — llustragdo dos contatos hidrofobicos e das ligacdes de hidrogénios
encontradas na interface de contato entre a cadeia leve do B38 e o RBD. (A) Visao geral
do complexo B38:RBD ap06s a dindamica molecular. HC, LC e RBD estéo coloridos em
vermelho, azul e verde, respectivamente. (B-C) Representacdo 2D das interacOes
hidrofébicas e ligacGes de hidrogénio entre os residuos da LC (azul claro) e do RBD
(verde). As interacdes hidrofobicas sdo indicadas pelos arcos vermelhos e rosas,
enquanto as ligacdes de hidrogénio estdo representadas pelas linhas verdes pontilhadas.
Os valores indicados levam em consideracdo a distancia entre o atomo doador e 0
aceptor. (D-E) Representagcdo 3D dos residuos que estabelecem ligacdes de hidrogénio
entre si. Os valores fazem referéncia as distancias entre os atomos aceptores e 0s
hidrogénios.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A maior parte dessas interacfes ja foram previamente descritas (MISHRA;
BANDYOPADHYAY, 2022; WU et al.,, 2020), entretanto esse é o0 primeiro estudo
computacional que encontrou as seguintes interacfes hidrofobicas entre 0 mAb B38 e o RBD:
HC-VAL2::ASN487, HC-TYR100::GLY485, LC-ILE2::TYR505, LC-GLN27::GLY504, LC-
SER30::THR500, LC-SER31::GLY496, LC-SER56:PHE486, LC-GLY68::THR500. Além
desses contatos, a HB LC-GLN27::GLY504, as interacdes cation-pi e aromaticas também néo
foram relatas previamente (Tabela 1).

Apols a dinamica molecular, a glicoproteina spike estabeleceu 26 interacdes
hidrofobicas com o P2B-2F6, das quais 20 foram com a cadeia pesada e somente 6 com a
cadeia leve (Tabela 2). Também foram detectadas 5 liga¢des de hidrogénio, 1 interacdo idnica
e 1 aromética (Tabela 2). Dentre essas interacdes, 15 ndo foram mencionadas em estudos
prévios: HC-GLY27::GLY446, HC-TYR27::ASN448, HC-SER28::LYS444, HC-
SER30::LYS444, HC-GLY32::TYR449, HC-VAL106::GLU484, HC-PRO107::ILE472, LC-
TYR31::GLY482, LC-TYR32::GLY482, LC-ASN33::GLY482, LC-TYR34::GLY482 e LC-



29

GLU52::GLY485 representam as interagdes hidrofobicas; HC-SER30:TYR449 e LC-
ASN33::GLY482 sdo as HB; HC-TYR33::TYR449 é a interacdo aromatica (Tabela 2). Esses
contatos hidrofobicos e as HB estéo ilustrados nas figuras 10 e 11. E interessante observar que
as 2 ligagdes de hidrogénio e a interacdo ionica entre HC-ARG112 e GLU484 (Tabela 2)
corroboram a ponte salina descrita por JU et al. (2020).

Tabela 2 — InteracGes entre 0 P2B-2F6 e 0 RBD

Residuo Cadeia |Residuo
(mAb) (mAb) | (RBD)

GLY26 Pesada GLY446
TYR27 Pesada GLY446
TYR27 Pesada GLY447
TYR27 Pesada ASN448

Interacéo Distancia(A)

SER28 Pesada LYS444
SER30 Pesada LYS444
SER31 Pesada GLY447
SER31 Pesada ASN448
SER31 Pesada TYRA449
SER31 Pesada ASN450

GLY32 Pesada TYR449

TYR33 Pesada TYRA449

ILE103 Pesada TYR449

ILE103 Pesada LEU452

ILE103 Pesada SER494

VAL105 Pesada PHE490

VAL106 Pesada GLU484

PRO107 Pesada [ILE472

PRO107 Pesada PHE490

ARG112 Pesada GLU484

TYR31 Leve GLY482

TYR32 Leve GLY482

ASN33 Leve GLY482

TYR34 Leve GLY482

TYR34 Leve GLU484

GLU52 Leve GLY485

SER30 Pesada TYRA449 2,79
SER31 Pesada ASN450 2,92

Hidrofébicas®

';I'I%?g‘g’zflﬁ)el ARG112  Pesada GLU484 2,54
ARG112 Pesada GLU484 2,79
ASN33 Leve GLY482 2,85

lonicas? ARG112 Pesada GLU484

Aromaticas? TYR33 Pesada TYR449 5,52

Fonte: elaborada pelo autor.
Notas: (1) Interacdes calculadas pelo LigPlot 1.4.5. (2) InteracGes calculadas através do PIC

(Protein Interaction Calculator).



Figura 10 — llustracdo dos contatos hidrofobicos e das ligacdes de hidrogénios
encontradas na interface de contato entre a cadeia pesada do P2B-2F6 e o RBD. (A)
Visdo geral do complexo P2B-2F6:RBD ap6s a dindmica molecular. HC, LC e RBD
estdo indicados em salmé&o escuro, roxo e verde, respectivamente. (B-C) Representacédo
2D das interacGes hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio entre os residuos da HC
(salméo) e do RBD (verde). As interacBes hidrofébicas sdo indicadas pelos arcos
coloridos em vermelho e rosa, enquanto as ligacdes de hidrogénio estdo representadas
pelas linhas verdes pontilhadas. Os valores indicados levam em consideracgéo a distancia
entre 0 4tomo doador e o aceptor. (D-E) Representacdo 3D dos residuos que
estabelecem ligacdes de hidrogénio. As distancias representadas foram calculadas entre
0 4tomo aceptor e o hidrogénio.
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Figura 11 — llustracdo dos contatos hidrofobicos e das ligaces de hidrogénios entre a
cadeia leve do P2B-2F6 e o0 RBD ap0s a dinamica molecular. (A) Visdo geral do
complexo P2B-2F6:RBD. HC, LC e RBD estdo indicadas em salméo escuro, roxo e
verde, respectivamente. (B-C) Representacdo 2D das interac6es hidrofobicas e ligacbes
de hidrogénio entre os residuos da LC (roxo) e do RBD (verde). As interacGes
hidrofobicas sdo indicadas pelos arcos coloridos em vermelho e rosa, enquanto as
ligacGes de hidrogénio estdo representadas pelas linhas verdes pontilhadas. Os valores
indicados levam em consideracdo a distancia entre o atomo doador e o aceptor. (D-E)
Representacdo 3D dos residuos que estabelecem ligaces de hidrogénio. As distancias
representadas foram calculadas considerando o atomo aceptor e o hidrogénio.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

E possivel perceber uma relagdo direta entre o nimero de interacdes e os valores
de energia de interacdo calculados. Isso pode ser observado ao comparar as quantidades de
interacfes com os valores de energia de interacdo nas interfaces dos B38:RBD e P2B-
2F6:RBD. O primeiro complexo possui 0 maior nimero de interages e os menores valores de
energia de interacdo, sendo que ambos os parametros indicam maior afinidade do RBD pelo
B38 do que pelo P2B-2F6. Além disso, a maioria das interacfes detectadas (Tabela 1 e Tabela
2) envolvem os residuos com as energias de interacdo mais negativas (Figura 7), enfatizando

sua importancia para a capacidade neutralizante dos anticorpos.

3.4 Estudo das mutacgdes

O BeAtMusic indicou varias mutacdes nas sequéncias dos mAbs com potencial
para aumentar a afinidade entre as cadeias dos anticorpos e 0 RBD (Tabela 3 e Tabela 4). As
mutagdes que findaram em uma variagdo da afinidade de ligagdo (AAG) < — 0.50 kcal/mol
foram selecionadas para uma descricdo minuciosa. As mutagdes HC-R97Y, HC-R97F e HC-
S56W aumentaram a afinidade do B38 pelo RBD com a mutagdo K417N (RBD-K417N).

Considerando somente a interacdo entre o B38 e o RB-G466S, a LC-S30F foi a Gnica que
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teve AAG significativa, indicando potencial aumenta de afinidade. As muta¢bes HC-R9I7Y,
HC-S56W, HC-S56L e HC-N32I tendem a aumentar a afinidade do B38 pelo RBD-Q493R.
Ademais, as mutacGes LC-Q27W e LC-Y97G indicaram aumento significativo na capacidade
neutralizante do B38 sobre RBD-Q496S e RBD-Q498R, respectivamente. O RBD-N501Y foi
alvo de expressivos aumentos de afinidade pelo B38 com a mutagdo LC-S30W ou LC-Q27W.
A LC-Q27W também se mostrou promissora para aumentar a afinidade pelo RBD-Y505H
(Tabela 3). Com relacdo ao P2B-2F6, somente duas mutagfes pontuais tiveram AAG <—0.50
kcal/mol, HC-S31W e LC-G31W, se mostrando favoraveis para potencializar a acao desse
mAD sobre variantes com as mutacdes G496S e E484A, respectivamente (Tabela 4).

Esses acréscimos na afinidade de ligacdo entre os mAbs e os RBDs com
diferentes mutagdes pontuais encontradas na variante Omicron indicam que mudancas nas
cadeias dos anticorpos podem recuperar e potencializar a capacidade neutralizante dessas
biomoléculas contra diversas variantes do SARS-CoV-2.

Tabela 3 — Interacdes entre 0 B38 e 0 RBD

(Continua)

Mutagélo Ca(;j;'a P%ﬂ%:géga Mutacédo , AAG ;
(RBD) anticorpo| (Anticorpo) (Anticorpo)- | (kcal/mol)
S477N HC 97 R—Y -0,74
Q493R HC 97 R—Y -0,74
N501Y LC 30 S—>W -0,71
K417N HC 97 R—Y -0,66
Q493R HC 56 S—>W -0,61
Y505H LC 27 Q—-W -0,56
K417N HC 56 S—>W -0,53
G446S LC 30 S—F -0,53
Q493R HC 32 N -1 -0,52
Q493R HC 56 S—L -0,52
Q496S LC 27 Q—W -0,52
N501Y LC 27 Q—W -0,52
K417N HC 97 R—F -0,51
Q498R LC 97 Y—-G -0,51
K417N HC 56 S—F -0,48
S47T7TN HC 54 G—-M -0,48
Q493R HC 32 N—-M -0,48
Q493R HC 53 S—F -0,48
G446S LC 30 S—>W -0,48
G446S LC 97 Y—-G -0,48
Q496S LC 27 Q—F -0,48

YS505H LC 27 Q—F -0,48



Mutacéo Ca(?(?'a Pr%sdggoé(ga Mutacdo AAG
(RBD)' | ticorpol Antic(frpo) (Anticorpo)?| (kcal/mol)?
K417N HC 56 S L 20,47
S477N HC 56 S W 0,47
Q493R HC 56 S F 0,47
Q498R LC 31 S W 0,47
K417N HC 97 R—W -0,45
Q498R LC 27 QoW -0,45
K417N HC 54 G->M -0,44
Q493R HC 32 N—C 0,44
Q493R HC 97 R—W 0,44
G4465S LC 27 QoW -0,44
N501Y LC 27 Q—F 0,44
Q4965 LC 30 S—F 0,43
N501Y LC 30 S Y 0,43
S47T7N HC 97 R—F 0,42
Q493R HC 54 G->M 0,42
G4465S LC 27 Q—F 0,42
S477N HC 97 R —W 0,41
Q493R HC 97 R—F 0,41
Q493R HC 56 S 1 0,4
Q498R LC 27 Q—>F 0,4
K417N HC 56 S 1 -0,39
S477N HC 56 S F -0,39
S477N HC 56 SoL -0,39
Q493R HC 53 S W 0,38
Q493R HC 56 S Y 0,38
Q4965 LC 30 S Y 0,38
Q498R LC 30 S F 0,38
Q493R HC 32 N—V 0,37
Q493R HC 32 N—W 0,37
N50LY LC 30 SF 0,37
K417N HC 56 S Y 0,36
Q493R HC 32 N—Y 0,36
Q4965 LC 97 Y>G 0,36
Y505H LC 97 Y>G 0,36
K417N HC 54 Go>W 0,35
Q493R HC 32 N—F 0,35
K417N HC 53 S W 0,33
S477N HC 53 S F 0,33
S47T7N HC 56 S | 0,32
S47T7N HC 99 A>T 0,32
Q493R HC 99 A—F 0,32
K417N HC 53 S F 0,31
K417N HC 56 S M 0,31
Q493R HC 54 Go>W 0,31
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(Concluséo)

Mutacéao Ca(?(?'a Pr%sd%:oé(ga Mutacdo AAG
(RBD)' | icorpo] ¢ Antic(frpo) (Anticorpo)? | (kcal/mol)?
Q496S LC 27 Q-1 -0,31
Y505H LC 30 S—F -0,31
K417N HC 26 G—->W -0,3
Y505H LC 27 Q—-Y -0,3
S477TN HC 53 S—>W -0,29
S477TN HC 56 S—Y -0,29
Q493R HC 32 N—L -0,29
Q493R HC 98 E—V -0,29
Q493R HC 26 G—->W -0,28
K417N HC 97 R—I -0,27
N501Y LC 27 Q—-Y -0,27
Y505H LC 31 S—W -0,27
K417N HC 32 NI -0,26
K417N HC 56 S—»V -0,26
Q493R HC 97 R—I -0,26
Q498R LC 97 Y- N -0,26
S477TN HC 26 G—-W -0,25
G446S LC 97 Y—N -0,25
Q498R LC 30 S—>W -0,25
Y505H LC 27 Q-1 -0,25
Q493R HC 56 S—>M -0,24
Q493R HC 56 S—>V -0,24
Q496S LC 27 Q—L -0,24
S477TN HC 32 NI -0,23
S477N HC 97 R—I -0,23
G446S LC 93 S—1 -0,23
K417N HC 99 A—F -0,22
G446S LC 30 S—>Y -0,22
S477N HC 98 E—1 -0,21
G446S LC 93 S—C -0,21
G446S LC 27 Q-1 -0,19

Fonte: elaborada pelo autor.

Notas: (1) Mutacdo pontual inserida no RBD do complexo B38:RBD usado
como input no BeAtMuSIC. (2) Mutacdo na sequéncia do B38 com potencial
para aumentar a afinidade do mesmo pelo RBD. (3) Mudanga na afinidade do
complexo B38:RBD.
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Tabela 4 — Interacdes entre 0 P2B-2F6 e 0 RBD

Mutagélo Ca(;j(;ela P&ﬂg:ga%a Mutacgao , AAG \
(RBD) anticorpo| (Anticorpo) (Anticorpo) | (kcal/mol)
G496S HC 31 S—W -0,61
E484A LC 31 G—->W -0,61
Q493R HC 31 S—>W -0,49
G446S HC 31 S—>W -0,45
E484A LC 52 E—F -0,45
E484A LC 52 E—-Y -0,4
E484A LC 52 E—-W -0,36
E484A HC 31 S—>W -0,33
E484A LC 31 G—-Q -0,33
E484A LC 52 E—-M -0,33
G496S HC 31 S—F -0,31
Q493R HC 104 VP -0,31
Q493R HC 104 V—->W -0,31
E484A LC 31 G—-M -0,31
G496S HC 104 VP -0,25

Fonte: elaborada pelo autor.

Notas: (1) Mutacdo pontual inserida no RBD do complexo P2B-2F6:RBD que
foi usado como arquivo de entrada no BeAtMuSIC. (2) Mutacdo na sequéncia
do P2B-2F6 com potencial para aumentar a afinidade do mesmo pelo RBD. (3)
Mudanca na afinidade do complexo P2B-2F6:RBD.

3.5 Peptideos miméticos baseados nos anticorpos

Os agrupamentos com maiores contribui¢fes energéticas foram cruciais para o
desenho dos nove principais peptideos miméticos ciclicos. Os peptideos derivados das regides
HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1 e LCDR3 do B38 foram nomeados Pep-BCyc-H1, Pep-
BCyc-H2, Pep-BCyc-H3, Pep-BCyc-L1 e PepBCyc-L3, respectivamente (Figura 12). Os
peptideos baseados no P2B-2F6 e derivados dos agrupamentos energéticos HCDR1, HCDR2,
HCDR3 e LCDR1 foram nomeados Pep-PCyc-H1, Pep-PCyc-H2, Pep-PCyc-H3 e Pep-PCyc-
L1 (Figura 12). O peptideo Pep-BCyc-H1 é composto pelos residuos CYS22 a SER35 da
cadeia pesada do B38 (HC-B38) (Figura 12-A). O conjunto de residuos que vai da SER49 a
TYR59 da HC-B38 constituem o Pep-BCyc-H2 (Figura 12-B). O terceiro peptideo do B38,
Pep-BCyc-H3, é constituido por ARG97-MET102 da cadeia pesada (Figura 12-C). A
sequéncia peptidica do Pep-PCyc-H1 vai do residuo VAL24 a TYR34 da HC-P2B-2F6
(Figura 12-D). O Pep-PCyc-H2 é formado pela sequéncia de residuos que vai da TYR53 a
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GLY56 da HC-P2B-2F6 (Figura 12-E). O peptideo Pep-PCyc-H3 é constituido por GLY102-
ALA108 (Figura 12-F). O derivado da LCDR1-B38, Pep-BCyc-L1, é formado por ARG24-
ALA34 (Figura 12-G). Os residuos GLN89-THR98 da cadeia leve do B38 constituem o Pep-
BCyc-L3 (Figura 12-H). O Pep-PCyc-L1, baseado no agrupamento LCDR1-P2B-2F6, é
composto pelos residuos que vao da VAL29 a VAL35 (Figura 12-1).

Figura 12 — Peptideos miméticos desenhados a partir das informagdes obtidas
utilizando bioquimica quéntica. Os residuos nomeados em vermelho indicam os
pontos alvos das mutagbes. (A-C) Peptideos Pep-PCyc-H1, Pep-BCyc-H2 e Pep-
BCyc-H3 derivados dos agrupamentos HCDR1, HCDR2 e HCDR3 do anticorpo B38,
respectivamente. (D-F) Representacdo dos peptideos Pep-PCyc-H1, Pep-PCyc-H2 e
Pep-PCyc-H3 baseado em HCDR1, HCDR2 e HCDR3 do P2B-2F6. (G-H) llustracdo
de Pep-BCyc-L1 e Pep-BCyc-L3 que sdo baseados, respectivamente nos
agrupamentos LCDR1 e LCDR3 do mAb B38. (1) Peptideo ciclico Pep-PCyc-L1 que
tem como base estrutural o agrupamento LCDR1 da P2B-2F6, sua Unica LCDR
energeticamente relevante para a estabilidade do complexo P2B-2F6:RBD.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Além disso, as andlises in silico indicaram que estas mutagdes do B38 podem
potencializar o efeito bloqueador desses peptideos miméticos: HC-R97Y, HC-R97F, HC-
S56W, HC-S56L, LC-Y97G, HC-N32I, LC-S30W, LC-S30F e LC-Q27W (Tabela 3). As
novas sequéncias peptidicas contendo uma dessas mutac6es foram nomeadas Pep-BCyc-H1.1
(HC-N32l), Pep-BCyc-H2.1 (HC-S56W), Pep-BCyc-H2.2 (HC-S56L), Pep-BCyc-H3.1 (HC-
RI7Y,), Pep-BCyc-H3.2 (HC-R97F), Pep-BCyc-L1.1(LC-Q27W), Pep-BCyc-L1.2 (LC-
S30W), Pep-BCyc-L1.3 (LC-S30F) e Pep-BCyc-L3.1(LC-Y97G). Também é esperado que 0s
peptideos Pep-PCyc-H1.1 e o Pep-PCyc-L1.1, contendo as muta¢fes HC-S31W e LC-G31W
do P2B-2F6 (Tabela 4), apresentem maior afinidade pelos RBDs de variantes do SARS-CoV-
2 do que seus respectivos peptideos livres de mutacéo, Pep-PCyc-H1 e Pep-PCyc-L1.

Os peptideos sintéticos, de um modo geral, tém sido alvos de um crescente
interesse nos ultimos anos por possuirem acdes e aplicagdes diversificadas, tais como
atividade antiviral, anticancer e administragdo em terapias de doencgas cardiovasculares
(EBERLE et al., 2017; SOUZA et al., 2021; WOLSKA et al., 2021). Dentre eles, os peptideos
ciclicos merecem destaque por apresentarem maior estabilidade, poténcia e penetrabilidade na
membrana do que suas formas lineares, emergindo como uma alternativa promissora
(EMPTING, 2017). A abordagem do desenho racional de peptideos ciclicos através de

ferramentas de biologia computacional tem o mesmo propdsito.

3.6 Analises de resisténcia proteolitica, estabilidade e antigenicidade.

A instabilidade estrutural dos anticorpos assim como sua alta susceptibilidade a
proteolise sdo caracteristicas desafiadoras para o desenvolvimento de tratamentos baseados no
uso de anticorpos (LE BASLE et al., 2020; MA; O’FAGAIN; O’KENNEDY, 2020). Por
conta disso, vias de administragdo invasivas, como a subcutanea e a intravenosa, Sdo
comumente utilizadas nesse tipo de tratamento (LE BASLE et al., 2020). Uma solugdo
interessante para desenvolver tratamentos menos invasivos € baseada no uso de moléculas
menores, mais resistentes a protedlise, com atividades bioldgicas semelhantes as dos
anticorpos e que apresentem baixa alergenicidade. Além disso, muitas ferramentas de
bioinformatica tém sido empregadas para analisar diversas caracteristicas de moléculas, como
por exemplo, susceptibilidade a protedlise, meia-vida, estabilidade em ambientes simulados e
antigenicidade.

As cadeias dos anticorpos apresentaram alta susceptibilidade a digestao

proteolitica por pepsina (pH = 1,3 e pH > 2,0), tripsina e quimotripsina. Todas as sequéncias
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dos peptideos derivados dos anticorpos mostraram alta resisténcia a degradacdo por pepsina
(pH = 1,3) e tripsina, embora tenham apresentada uma sensibilidade moderada a pepsina em
pH > 2,0 e quimotripsina. Além disso, a maioria dos peptideos analisados ndo apresentaram
susceptibilidade, mesmo que de forma minima, a pepsina (pH = 1,3 e pH > 2,0), tripsina ou
quimotripsina. Os peptideos miméticos com o maior nimero de sitios alvos de clivagem pela
pepsina (pH > 2,0) foram os Pep-BCyc-H2.1, Pep-BCyc-H2.2 e Pep-PCyc-H1.1, todos com
sete sitios. O maior nimero de sitios susceptiveis a quimotripsina também foi detectado em
peptideos contendo mutagdes, Pep-BCyc-H2.1 e Pep-PCyc-H1.1, com quatro pontos de
clivagem em cada. Entretanto, esses nimeros de sitios de clivagem alvos da pepsina (pH > 2,0)
e da quimotripsina sdo, respectivamente, sete e quatro vezes menores do que 0s encontrados

nas cadeias dos anticorpos (Tabela 5 e Tabela 6).

Tabela 5 — Descrigdo da resisténcia proteolitica do B38 e de seus peptideos derivados

. . Sequéncia de Pepsina Pepsina . Quimo-

Biomolécula an?inoécidosl (plr-)l 1,3)? (pﬁ > 2,0)? Tripsina® tripsina?
NuUmero de sitios de clivagem

B38 HC - 33 56 16 17
B38 LC - 39 53 18 19
Pep-BCyc-H1  CAASGFIVSSNYMS 2 4 0 2
Pep-BCyc-H2  SVIYSGGSTYY 0 5 0 3
Pep-BCyc-H3 AREAYGMDV 0 1 1 2
Pep-BCyc-L1  RASQGISSYLA 2 3 1 1
Pep-BCyc-L3  QQLNSYPPYT 2 2 0 1
Pep-BCyc-H1.1 CAASGFIVSSIYMS 2 4 0 2
Pep-BCyc-H2.1 SVIYSGGWTYY 0 7 0 4
Pep-BCyc-H2.2 SVIYSGGLTYY 2 7 0 3
Pep-BCyc-H3.1 AYEAYGMDV 0 4 0 2
Pep-BCyc-H3.2 AFEAYGMDV 2 4 0 2
Pep-BCyc-L1.1 RASWGISSYLA 2 4 1 2
Pep-BCyc-L1.2 RASQGIWSYLA 2 5 1 2
Pep-BCyc-L1.3 RASQGIFSYLA 4 5 1 2
Pep-BCyc-L3.1 QQLNSYPPGT 2 2 0 0

Fonte: Elaborada pelo autor.
Notas: (1) Sequéncias de aminoacidos dos peptideos derivados do B38. (2) As quantidades de sitios de

clivagem foram calculados usando o servidor PeptideCutter (http://web.expasy.org/peptide_cutter)).


http://web.expasy.org/peptide_cutter/
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Tabela 6 — Descri¢do da resisténcia proteolitica das cadeias do P2B-2F6 e das sequéncias
de seus peptideos derivados

. . Sequéncia de Pepsina Pepsina .., Quimo-
Biomolecula [ 1 inoacidost (pH 1,3)> | (pH > 2,0)? Tripsina tripsina?
NUmero de sitios de clivagem
P2B-2F6 HC - 31 56 16 18
P2B-2F6 LC - 26 48 15 16
Pep-PCyc-H1  VSGYSISSGYY 0 5 0 3

Pep-PCyc-H2  YHSG

Pep-PCyc-H3  VGIVVVPA

Pep-PCyc-L1 VGGYNYV

Pep-PCyc-H1.1 VSGYSISWGYY

Pep-PCyc-L1.1 VGWYNYV
Fonte: Elaborada pelo autor.

O OO oo
ON b O
O OO oo
W~ NOP

Notas: (1) Sequéncias de aminoacidos dos peptideos baseados nos principais agrupamentos do P2B-2F6. (2)
Os sitios de clivagem foram calculados usando 0 servidor PeptideCutter

(http://web.expasy.org/peptide_cutter/).

As andlises de meia-vida e estabilidade mostraram que a maioria dos peptideos se
comporta de maneira estavel em um ambiente similar ao intestinal, com excecdo dos Pep-
BCyc-H2, Pep-BCyc-L1, Pep-BCyc-H2.1, Pep-BCyc-H2.2, Pep-BCyc-L1.1, Pep-BCyc-L1.2,
Pep-BCyc-L1.3, todos derivados do B38. (Tabela 7). Pep-BCyc-H1.1 e Pep-BCyc-L3.1 foram
0s peptideos com os maiores valores de meia-vida, 3,43 s e 3,65 s, respectivamente (Tabela 7).
Considerando a relacdo entre a meia-vida no ambiente intestinal e a resisténcia proteolitica, é
possivel propor que os anticorpos devem ser instaveis apesar de ndo ser possivel calcular a
meia-vida de suas cadeias proteicas no HLP (GORRIS et al., 2009).


http://web.expasy.org/peptide_cutter/
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Tabela 7 — Detalhamento acerca da estabilidade e antigenicidade do B38 e seus peptideos
derivados

(Continua)

Biomolécula iﬁ?ilrjwzg?iggs% Meia-vida? | Estabilidade® | Antigenicidade®
B38 HC - - - 11
B38 LC - - - 10
Pep-BCyc-H1 CAASGFIVSSNYMS 2,019 Alta 1
Pep-BCyc-H2  SVIYSGGSTYY 0,921 Normal 0
Pep-BCyc-H3 AREAYGMDV 1,623 Alta 0
Pep-BCyc-L1  RASQGISSYLA 0,167 Baixa 0
Pep-BCyc-L3  QQLNSYPPYT 2,235 Alta 0
Pep-BCyc-H1.1 CAASGFIVSSIYMS 3,428 Alta 1
Pep-BCyc-H2.1 SVIYSGGWTYY 0,872 Normal 0
Pep-BCyc-H2.2 SVIYSGGLTYY 0,877 Normal 0
Pep-BCyc-H3.1 AYEAYGMDV 1,778 Alta 0
Pep-BCyc-H3.2 AFEAYGMDV 1,915 Alta 0
Pep-BCyc-L1.1 RASWGISSYLA 0,304 Normal 0
Pep-BCyc-L1.2 RASQGIWSYLA 0,499 Normal 0
Pep-BCyc-L1.3 RASQGIFSYLA 0,240 Baixa 0
Pep-BCyc-L3.1 QQLNSYPPGT 3,652 Alta 0

Fonte: Elaborada pelo autor.
Notas: (1) Sequéncias de aminoacidos dos peptideos baseados anticorpo B38. (2) O tempo de meia-vida
(em segundos) de cada peptideo foi calculado usando o servidor HLP (Half-life of peptides in intestine-like

environment) (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/hlp/pep _both.htm). As cadeias dos anticorpos ndo podem

ser analisadas nesse servidor devido ao grande nimero de residuos que as compdem. (3) Os parametros do
HLP sdo os seguintes: Meia-vida < 0,1 s é indica baixa estabilidade; a sequéncia possui uma estabilidade
normal se a meia-vida fica entre 0,1 s e 1,0 s; meia-vida > 1,0 s indica alta estabilidade. (4) O nimero de
determinantes  antigénicos de cada  sequéncia  foi  calculado usando o IMED

(http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl).

Todos o0s peptideos miméticos apresentaram, no mMAaximo, uma porcao
determinante antigénica em suas sequéncias, diferindo bastante do padrdo observado nas
cadeias dos anticorpos, que tém entre nove e onze fragmentos antigénicos em suas sequéncias
(Tabela 7 e Tabela 8). Portanto, as sequéncias peptidicas propostas apresentaram baixo
potencial antigénico, resisténcia proteolitica, e maior estabilidade do que os dois anticorpos
analisados. No que diz respeito as evidéncias experimentais, ensaios in vitro mostraram que
peptideos projetados com auxilio de ferramentas computacionais inibiram a capacidade
infecciosa do SARS-CoV-2 (KAROYAN et al., 2021), fornecendo maior credibilidade aos

resultados computacionais. Sendo assim, os peptideos ciclicos projetados sdo potenciais


https://webs.iiitd.edu.in/raghava/hlp/pep_both.htm
http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl
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inibidores da entrada de variantes do SARS-CoV-2 nas células humanas com possibilidade de

serem administrados por via oral.

Tabela 8 — Dados acerca da estabilidade e da antigenicidade do P2B-2F6 e de seus
peptideos derivados

Sequéncia de

Biomolécula P Meia-Vida? |Estabilidade® | Antigenicidade*
aminoacidos
P2B-2F6 HC - - - 9
P2B-2F6 LC - - - 11
Pep-PCyc-H1  VSGYSISSGYY 2,051 Alta 0
Pep-PCyc-H2  YHSG 1,483 Alta 0
Pep-PCyc-H3  VGIVVVPA 1,215 Alta 0
Pep-PCyc-L1  VGGYNYV 1,385 Alta 0
Pep-PCyc-H1.1 VSGYSISWGYY 2,131 Alta 0
Pep-PCyc-L1.1 VGWYNYV 1,430 Alta 0

Fonte: Elaborada pelo autor.

Notas: (1) Sequéncias de aminoécidos dos peptideos baseados anticorpo P2B-2F6. (2) O tempo de meia-
vida (em segundos) de cada peptideo foi calculado usando o servidor HLP (Half-life of peptides in
intestine-like environment) (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/hlp/pep_both.htm). As cadeias dos anticorpos

ndo podem ser analisadas nesse servidor devido ao grande nimero de residuos que as compdem. (3) Os
parametros do HLP s&o os seguintes: Meia-vida < 0,1 s é indica baixa estabilidade; a molécula possui uma
estabilidade normal se a meia-vida fica entre 0,1 se 1,0 s; meia-vida > 1,0 s indica alta estabilidade. (4) O
nimero de determinantes antigénicos de cada sequéncia foi calculado usando o IMED

(http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl).

Diante disso, espera-se que esses peptideos sintéticos, com e sem as mutacdes
pontuais, culminem em alguns destes beneficios que se seguem: maior afinidade de ligacéo e
especificidade pelo RBD do que os anticorpos, resisténcia proteolitica, estabilidade, baixa
antigenicidade e, especialmente por parte dos peptideos com as mutages propostas
anteriormente, eficécia contra a variante Omicron do SARS-CoV-2.


https://webs.iiitd.edu.in/raghava/hlp/pep_both.htm
http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl
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4 CONCLUSAO

Em conclusdo, foram abordadas diversas propriedades cruciais dos complexos
proteicos B38:RBD e P2B-2F6:RBD através de descricbes moleculares e quéanticas
considerando as cadeias proteicas como fragmentos de aminoacidos com o intuito de obter os
valores de energia de interacdo locais (residuo:residuo) e globais. Os resultados
computacionais revelaram novas interacfes associadas aos contatos nas interfaces de
interacdo dos dois sistemas estudados (mAb:RBD). Também foi possivel identificar
promissoras muta¢fes com potencial para aumentar a afinidade dos anticorpos pelo dominio
de ligac&o ao receptor da proteina S da variante Omicron do SARS-CoV-2. De forma conjunta,
esses resultados favorecem o desenvolvimento de novas moléculas com potencial terapéutico
anti-COVID-19. Com base nisso, foram propostos peptideos miméticos ciclicos utilizando os
agrupamentos indicados pela bioquimica quantica e os resultados do escrutinio de mutagdes.
O uso desses peptideos surge como uma alternativa promissora para tratar COVID-19, pois
eles sdo estaveis, razoavelmente resistentes a proteases, mais acessiveis do que os anticorpos,
e tém potencial aco contra a variante Omicron. E importante destacar que futuros ensaios in
vitro e in vivo devem ser feitos para comprovar a capacidade inibitoria dos peptideos e a
possivel melhora da neutralizacdo do SARS-CoV-2 pelos anticorpos modificados com as

mutacdes encontradas.
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APENDICE A - INFORMACOES SUPLEMENTARES DO HC-B38:RBD

TABELAS COM DESCRICAO QUANTICA DETALHADA DAS INTERACOES
ENTRE A CADEIAPESADA DO B38 E O RBD.

(Continua)
. Energia de Carga do Carga do p <
Residuo (RBD) (E?jggg) Distancia (A) intergagéo Res?duo Resgi]duo ?Fggg(; ,?é%ng)o
(kcal/mol) (RBD) (B38)

ASN487 ARG97 1.72 -8.05 0 1 OoD1 HH22
ASN487 GLY26 1.75 -5.15 0 0 HD22 o}
ALAAT5 ILE28 1.80 -4.82 0 0 o} H
ARG457 SER53 191 -3.67 1 0 o} HG
TYRA73 SER31 191 -3.98 0 0 HH o}
LEU455 TYR33 1.97 -6.22 0 0 o} HH
TYR421 GLY54 1.99 1.65 0 0 OH H
TYR421 TYR33 2.22 -1.03 0 0 HE2 HH
GLY476 ILE28 2.23 -391 0 0 HA1 HG12
SER477 ILE28 2.28 -241 0 0 HG HD2
GLY476 PHE27 2.34 -1.01 0 0 HAL HA
GLY416 TYR52 2.36 -1.92 0 0 HAL HE1
ALA4T5 SER31 2.37 -2.12 0 0 HB2 HB1
TYRA473 SER53 2.45 -0.77 0 0 HH HB1
LYS417 TYR33 2.45 -3.22 1 0 HE1 OH
THR415 TYR58 251 -0.53 0 0 HB HH
ASN460 SER56 2.53 -1.80 0 0 HD22 0G
PHE456 ALA99 2.53 -1.37 0 0 HzZ HB3
ASN487 PHE27 2.58 -3.40 0 0 HD22 HB2
TYR489 ARG97 2.58 -1.57 0 1 OH HD2
TYR489 ASN32 2.58 -0.73 0 0 HE1 OD1
TYR421 TYR52 2.63 -2.98 0 0 HE2 HB2
PHEA456 TYR33 2.66 -3.89 0 0 HA HE2
SER459 GLY54 2.67 -1.39 0 0 HA HA1L
TYR489 TYR100 2.67 -1.70 0 0 HE2 HE1
ALA475 ASN32 2.74 -1.90 0 0 HB2 HD22
LYS458 SER53 2.75 -2.53 1 0 HA (6]
ASN487 VAL2 2.77 -2.50 0 0 HD22 HG23
GLY485 TYR100 2.81 -1.52 0 0 (6] HE1
ALA475 PHE27 2.82 -5.36 0 0 (6] HB1
GLY416 TYRS58 2.84 -0.81 0 0 H HH
LYS417 TYR52 2.85 -3.69 1 0 HG2 HE1
TYR489 ALA99 2.94 -1.87 0 0 HH HB1
LYS458 GLY54 3.01 -0.68 1 0 (6] HAL
PHE456 SER53 3.01 -1.82 0 0 HA oG
PHEA486 TYR100 321 -1.45 0 0 HA HE1
TYR421 SER53 3.32 -2.38 0 0 OH N
ASN460 GLY54 3.38 -0.71 0 0 OD1 HA2
TYR421 SER56 3.52 -1.29 0 0 HH H
ARG457 GLY54 3.60 0.05 1 0 o N
TYR421 GLY55 3.60 0.39 0 0 HH H
LYS458 SER31 3.66 -1.68 1 0 HE1 HB2
ARG457 TYR33 3.66 -0.16 1 0 H HE2
TYR489 ASP103 3.67 -1.24 0 -1 HH OoD2
TYR473 ASN32 3.83 -1.54 0 0 HH HA
PHE456 ASN32 3.85 -0.72 0 0 HE2 HA
ASP420 TYR58 3.92 -0.55 -1 0 OD1 HH
PHE456 SER31 4.00 -0.39 0 0 HD2 (0]
LEU455 SER53 4.00 -0.08 0 0 (0] oG
GLY476 GLY26 4.01 0.13 0 0 HA2 (0]
SERA477 PHE27 4.08 -0.58 0 0 H HA
LYS417 GLU98 4.09 -4.54 1 -1 HZ1 OE2
PHE456 GLU98 4.20 -0.56 0 -1 HE2 (0]
PHEA486 ARG97 4.27 0.65 0 1 HB1 HH21
LEU455 ALA99 4.29 -0.36 0 0 HD23 o]
ASP420 SER56 4.32 0.39 -1 0 OoD1 oG
THR415 SER56 4.32 -0.52 0 0 HB HB2
GLN474 SER31 4.34 -0.19 0 0 (0] HB2
ASN487 ASN32 4.42 -0.85 0 0 HA OoD1
ASN487 TYR100 4.46 -0.54 0 0 H OH



(Continuagao)

’ Residuo T Energia de Carga do Carga do Atomo Atomo
Residuo (RBD) (HC-B38) Distancia (A) interacéo Residuo Residuo (RBD) (B38)
(kcal/mol) (RBD) (B38)
PHE486 ASP103 4.48 -0.99 0 -1 HB1 OoD1
PHE456 TYR100 4.53 -0.55 0 0 Hz HD1
SER459 SER53 457 -0.17 0 0 N 0
ASN487 ASP103 4.58 -0.68 0 -1 H 0oD2
ASN460 GLY55 4.74 -0.23 0 0 OoD1 N
ASN487 VAL104 4.80 -0.26 0 0 OoD1 HG22
TYRA473 TYR33 481 -0.36 0 0 HH HD2
PHE456 ARG97 4.82 -0.14 0 1 HE2 HD2
THR478 ILE28 5.00 -0.28 0 0 H HD2
GLY476 ASN32 5.01 -0.16 0 0 N HD22
TYR489 GLU98 5.03 -0.37 0 -1 OH 0
ALAA4T5 ARG97 5.03 -0.21 0 1 HB1 HH12
ASP420 TYR52 5.04 -0.28 -1 0 HB1 HD1
GLY476 SER31 5.07 -0.23 0 0 N HB1
ASN487 ALA99 5.10 -0.10 0 0 H HB1
PHE486 ALA99 5.10 -0.17 0 0 HA HB3
LYS458 ILE28 5.14 -0.01 1 0 HZ3 HD3
SER477 GLY26 5.16 -0.01 0 0 H o]
PHE486 VAL2 5.17 -0.26 0 0 HD1 HG22
TYRA473 SER30 5.18 0.15 0 0 HH (o]
GLY416 SER56 5.19 -0.17 0 0 H HB2
ALA475 GLY26 5.19 -0.66 0 0 o] o]
TYRA489 TYR33 5.20 -0.19 0 0 HE1 H
GLN474 GLY26 5.31 -0.13 0 0 HE22 (o]
THR415 TYR52 5.40 0.20 0 0 C HE1
TYR489 SER31 5.40 -0.16 0 0 HE1 o]
LYS458 SER30 5.41 -0.03 1 0 o] HG
SER459 GLY55 5.46 -0.10 0 0 HA N
TYR489 PHE27 5.48 -0.20 0 0 HE1 HB1
CYS488 ARG97 5.50 -0.54 0 1 H HH22
ARG457 SER31 5.55 -0.09 1 0 o] HA
LEU455 TYR52 5.55 -0.29 0 0 o] HB2
GLY485 ALA99 5.56 -0.15 0 0 o] HB3
TYR489 VAL104 5.60 -0.12 0 0 HH HG21
ALA475 VAL29 5.61 0.14 0 0 o] N
ARG454 TYR33 5.62 0.19 1 0 o] HH
LYs417 TYR58 5.63 -0.49 1 0 N HH
GLN474 PHE27 5.66 -0.21 0 0 HE22 HA
ASN460 TYR58 5.67 -0.02 0 0 HD22 HH
ASN487 ILE28 5.68 -0.14 0 0 HD22 H
ILE418 TYR52 5.68 -0.10 0 0 H HE1
LEU455 GLU98 5.69 -0.25 0 -1 HD23 OE2
LYS417 VAL50 5.74 -0.03 1 0 HZ1 HG23
ARG457 TYR52 5.76 -0.59 1 0 H HB2
ASP420 GLY54 5.81 -0.15 -1 0 HB2 HA2
ALAATS5 SER53 5.93 -0.06 0 0 HB3 HB1
THR478 ASPO 5.93 -0.23 0 0 HG1 OoD1
ALAA4T5 SER30 5.95 0.00 0 0 HB2 C
LEU455 TYR100 5.95 -0.13 0 0 HD21 HD1
ARG457 GLY55 5.97 -0.09 1 0 o} H
GLN493 ALA99 5.97 -0.13 0 0 HG2 (o]
TYR421 TYR58 5.97 -0.13 0 0 HH HE1
ASN487 SER25 5.97 0.53 0 0 HD22 o]
LYS417 SER53 5.99 -0.14 1 0 HE1 H
GLYA476 ASN76 6.00 -0.02 0 0 HA1 HD22
GLN493 TYR100 6.00 -0.19 0 0 HE22 HD1
GLN409 TYR52 6.02 -0.10 0 0 HE22 HE1
PHE486 VAL104 6.03 -0.11 0 0 HB1 HG21
ALA419 TYR58 6.05 -0.05 0 0 HB3 HH
LYS458 GLY55 6.14 -0.10 1 0 o} N
THRA478 PHE27 6.15 -0.10 0 0 H HA
ARG454 SER53 6.20 -0.15 1 0 HH11 HG
LYS417 ALA99 6.21 -0.29 1 0 HZ3 o}
TYRA473 GLY54 6.21 -0.04 0 0 OH N
THRA478 GLY26 6.27 -0.12 0 0 HG1 HAL
TYRA453 TYR33 6.27 -0.07 0 0 HE2 HH
ARGA457 SER30 6.28 0.01 1 0 o] o]
ALA475 ASN76 6.30 -0.02 0 0 o] HD22
GLN474 ASN32 6.30 -0.17 0 0 OE1 HD22
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(Continuagao)

Energia de

Carga do

Carga do

Residuo (RBD) (Egs_'ggg) Distancia (A) interagéo Residuo Residuo '(A‘é%rg)) A(g;ng)o
(kcal/mol) (RBD) (B38)

SER477 ASN76 6.31 -0.10 0 0 oG OD1
GLN414 TYR58 6.33 -0.43 0 0 C OH
LYsS417 TYR100 6.35 -0.07 1 0 HZ3 HA
ASN487 GLN3 6.37 -0.12 0 0 HD22 H
CYS488 VAL2 6.38 -0.09 0 0 H HG22
GLY416 TYR33 6.39 -0.15 0 0 C OH
PHE456 TYR52 6.41 -0.03 0 0 HA HB2
CYS488 PHE27 6.45 -0.10 0 0 N HB2
ASN487 ASPO 6.45 -0.08 0 0 HD22 OoD1
LEU461 GLY54 6.49 -0.05 0 0 H HA2
TYR489 VAL2 6.52 -0.04 0 0 HH HG11
TYR421 ILE51 6.53 -0.19 0 0 HH HG23
ALA475 TYR33 6.58 -0.06 0 0 HB2 H
ASN487 GLU1 6.58 -0.20 0 -1 HD22 0
ASN460 TYR52 6.61 -0.09 0 0 oD1 HB1
PHE456 GLY54 6.61 -0.12 0 0 HA H
GLYA476 ARG97 6.62 -0.11 0 1 N HH12
GLYA476 VAL2 6.62 -0.04 0 0 HA2 HG23
SER459 SER56 6.64 -0.12 0 0 HA H
LYS458 ARGT71 6.65 0.70 1 1 (o] HH12
CYS488 ASN32 6.67 -0.11 0 0 N HD22
CYS488 TYR100 6.70 -0.04 0 0 o] HE1
THR415 THR57 6.71 -0.20 0 0 HB H
LYS458 ASN32 6.73 -0.26 1 0 HG1 N
SER477 ASN73 6.74 -0.06 0 0 HG HD22
LEU455 GLY54 6.74 -0.05 0 0 o] H
SER459 SER30 6.74 -0.12 0 0 HA HG
GLYA476 VAL29 6.75 0.05 0 0 HA1 N
ASN460 THR57 6.76 -0.12 0 0 HD22 H
GLY485 ASP103 6.77 -0.21 0 -1 o] OD1
ASN460 ARGT71 6.79 -0.28 0 1 OoD1 HH22
LYS424 TYR58 6.82 -0.06 1 0 HZ2 HH
GLN409 TYR58 6.84 -0.06 0 0 OE1 OH
LYs417 GLY101 6.87 -0.10 1 0 HZ1 H
GLN474 ARG97 6.88 -0.05 0 1 OE1 HH12
SER459 ARGT71 6.88 0.02 0 1 HA HH12
ALA419 TYR52 6.88 -0.03 0 0 H HE1
SER477 ASPO 6.89 -0.16 0 0 H OD1
GLN474 VAL2 6.91 -0.02 0 0 HE22 HG23
ASN422 TYR33 6.92 -0.03 0 0 HD22 HH
LYS458 TYR52 6.96 -0.25 1 0 HA C
TYRA473 TYR52 6.97 -0.06 0 0 HH C
TYRA473 ILE28 6.97 -0.10 0 0 HH (o]
TYRA473 ARG97 6.99 -0.04 0 1 HE2 HH11
TYR489 ILE28 7.01 -0.05 0 0 HE1 (o]
TYR489 SER53 7.03 -0.05 0 0 HE1 HB2
LYS424 SER56 7.07 -0.09 1 0 HZ2 oG
TYR421 SER30 7.07 -0.03 0 0 OH (o]
SER459 SER31 7.08 -0.10 0 0 N HA
LYS458 TYR33 7.10 -0.19 1 0 HA HE2
PHE456 SER30 7.11 -0.07 0 0 HD2 (o]
LEU455 ASN32 7.12 -0.20 0 0 HD22 HA
LYs417 SER56 7.12 -0.11 1 0 N HB1
SER477 SER74 7.14 -0.02 0 0 HG HA
TYR421 THR57 7.19 -0.10 0 0 HH N
SER477 SER25 7.22 0.17 0 0 H HA
ARG457 SER56 7.25 -0.08 1 0 o] H
CYS488 GLY26 7.25 -0.02 0 0 N o]
GLYA476 SER25 7.26 0.42 0 0 HA1 C
ARG457 ASN32 7.28 -0.11 1 0 H HA
GLY485 ARG97 7.29 0.14 0 1 o] HH21
ASN487 SER31 7.29 -0.07 0 0 o] HB2
GLYA476 ASPO 7.29 -0.18 0 0 HA2 OoD1
ASP420 TYR33 7.30 -0.02 -1 0 HB1 HH
TYR473 VAL29 7.31 -0.05 0 0 HH o]
GLU484 TYR100 7.31 0.01 -1 0 C HE1
TYR453 TYR52 7.32 -0.04 0 0 HE2 HE1
PHE456 ASP103 7.33 -0.03 0 -1 HZ HB1
SER459 TYR52 7.38 -0.08 0 0 HA o]
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(Conclusdo)

Energia de

Carga do

Carga do

Residuo (RBD) (Egs_'ggg) Distancia (A) interacéo Residuo Residuo ?égg()) A(\é%ng)o
(kcal/mol) (RBD) (B38)
PRO491 TYR33 7.40 -0.05 0 0 (o] HH
TYRA473 PHE27 7.40 -0.03 0 0 HE2 HB1
GLU406 TYR52 7.40 0.00 -1 0 OE2 HE1
GLN493 TYR33 7.40 -0.03 0 0 HG2 HH
SER477 VAL29 7.41 -0.06 0 0 oG H
PHE456 MET34 7.42 -0.06 0 0 HE2 N
PHE486 ASN32 7.42 -0.02 0 0 C OoD1
ASN487 GLU98 7.44 0.13 0 -1 H 0
TYR421 ASN32 7.47 0.00 0 0 OH o]
TYR489 GLY101 7.49 -0.05 0 0 HH (o]
PHE486 PHE27 7.50 -0.21 0 0 C HD1
SER477 SER31 7.51 -0.05 0 0 N HB1
GLY416 THR57 7.51 -0.03 0 0 HA1 (o]
LEU455 GLY101 7.53 -0.03 0 0 HD23 H
LYS417 GLY54 7.54 0.05 1 0 HG1 H
ASN487 ALA24 7.59 -0.02 0 0 oD1 HB2
LEU455 SER31 7.59 -0.05 0 0 HD22 (o]
ILE418 TYR58 7.60 -0.05 0 0 H OH
LYS458 ASN73 7.62 -0.06 1 0 HD2 HD22
ALA475 ALA24 7.62 -0.01 0 0 (o] HB2
PHE490 TYR100 7.63 -0.03 0 0 H HE1
LEU461 SER56 7.64 -0.02 0 0 H oG
ASN487 ASN76 7.65 -0.01 0 0 HD22 HD22
ASP420 SER53 7.65 -0.09 -1 0 HB1 HG
ALA475 MET34 7.66 -0.02 0 0 HB2 HG1
ILE418 TYR33 7.68 -0.05 0 0 N HH
PHE456 GLY101 7.69 -0.03 0 0 HZ H
CYS488 ALA99 7.71 -0.04 0 0 o] HB3
ALA475 VAL2 7.73 -0.02 0 0 o] HG23
TYR453 ALA99 7.75 -0.01 0 0 HH o]
ASP420 THR57 7.76 0.15 -1 0 OoD1 H
TYR453 TYR100 7.78 -0.02 0 0 HH HA
THR415 LYS64 7.82 -0.14 0 1 OG1 HZ3
SER477 ASN32 7.82 -0.02 0 0 H HD22
TYR421 SER31 7.83 -0.03 0 0 OH o]
ASP420 GLY55 7.84 -0.35 -1 0 HB1 H
GLYA476 ALA24 7.84 0.00 0 0 HA1 HB2
GLN474 ASPO 7.85 -0.05 0 0 HE22 OD1
LYS458 SER56 7.87 -0.08 1 0 o] H
SER477 VAL2 7.90 -0.02 0 0 H HG23
PRO491 SER53 7.93 -0.02 0 0 HA oG
PHE490 ALA99 7.96 -0.01 0 0 H HB3
ASN487 TYR33 7.96 0.00 0 0 HA H
TYR421 VALS50 7.97 -0.04 0 0 HE2 HG21
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APENDICE B - INFORMACOES SUPLEMENTARES SOBRE LC-B38:RBD

TABELAS COM DESCRICAO QUANTICA DETALHADA DAS INTERACOES
ENTRE A CADEIA LEVE DO B38 E O RBD.

(Continua)
. Energia de Carga do Carga do p <
Residuo (RBD) Remgtég)(LC— Distancia (A) intergagéo Res?duo Resgi]duo ?Fgggc)’ ,?é%ng)o
(kcal/mol) (RBD) (B38)

THR500 SER67 1.97 -4.61 0 0 HG1 (0]
GLY504 GLN27 2.00 -6.15 0 0 H OE1l
GLY502 GLY28 2.03 -4.99 0 0 H (0]
TYR505 ILE2 2.04 -1.12 0 0 HE1 HD3
TYR505 LEU91 2.05 -6.11 0 0 HH (0]
ARG403 ASN92 2.07 -5.14 1 0 HH22 (0]
TYR505 TYR32 221 -3.19 0 0 HE2 HD2
TYR453 TYR32 2.36 1.33 0 0 HH HH
GLY502 GLN27 247 -1.26 0 0 HA2 HG2
TYR505 GLN27 2.50 -2.92 0 0 HD1 OE1l
TYR505 GLN90 2.62 -1.31 0 0 OH HE22
THR500 GLY68 2.64 -3.56 0 0 (0] HAL
ASN501 SER30 2.64 -2.78 0 0 OD1 HB1
TYR495 TYR32 2.69 -2.97 0 0 (0] HE2
TYR505 ILE29 2.70 -5.14 0 0 HE1 HG22
TYR505 GLY28 2.73 -0.61 0 0 HB1 (0]
GLY496 SER31 2.78 -0.94 0 0 HA2 0oG
ARG403 SER93 2.88 -1.55 1 0 HH21 HB1
GLN498 SER30 2.89 -1.64 0 0 HB1 HB1
GLN498 SER67 2.89 -2.82 0 0 HG2 HB1
TYR505 SER93 2.90 -1.83 0 0 OH HB2
ASN501 GLY28 2.92 -6.09 0 0 HA HA2
TYR505 ASN92 2.98 -3.52 0 0 HH HB1
LYS417 ASN92 3.01 -0.58 1 0 HZz3 HD22
VALS503 GLN27 3.13 -8.50 0 0 HG22 OE1l
THR500 SER30 3.21 -0.80 0 0 (0] HG
PHE486 SER56 3.21 -4.09 0 0 CG HB2
ARG403 TYR32 3.24 -2.13 1 0 HD1 HE2
THR500 GLY28 3.32 -1.25 0 0 (0] HA2
SER494 TYR32 3.43 -2.01 0 0 (0] HH
GLY485 TYR49 3.52 -1.45 0 0 (0] HH
ASN501 ILE29 3.72 -0.36 0 0 OD1 HA
TYR495 SER31 3.77 -0.57 0 0 (0] oG
TYR453 ASN92 3.87 -0.89 0 0 OH HD22
ASN501 SER31 3.95 -2.67 0 0 HD22 HG
ASP405 SER93 411 -1.98 -1 0 OD1 HG
PHEA497 SER31 4.13 0.01 0 0 H HG
GLY502 ILE29 4.13 -1.24 0 0 H N
ASN501 GLY68 4.14 -0.33 0 0 HA HA1
TYR505 SER31 4.14 -0.33 0 0 HD2 HG
PHE486 TYR49 4.19 -0.39 0 0 HB2 HH
THR500 THR69 4.21 -0.50 0 0 (0] HG22
LYS417 TYR97 4.26 0.13 1 0 Hz1 HH
LEU455 ASN92 4.35 -0.20 0 0 HD12 HD22
GLY496 TYR32 4.39 -0.05 0 0 HA2 HE2
GLU406 ASN92 4.43 -0.20 -1 0 OE2 HD21
ASN501 SER67 4.47 -0.31 0 0 N (0]
GLY502 SER30 4.52 -0.14 0 0 H H
ARG408 TYR94 4.53 -0.39 1 0 NH1 HE2
GLN498 SER31 4.57 -0.36 0 0 HG2 HB2
TYR505 SER30 4.76 -0.64 0 0 HB2 H
GLN493 TYR32 4.81 -0.13 0 0 HB2 HH
ARG408 SER93 4.83 0.44 1 0 HH12 HG
VAL503 GLY28 4.89 -0.33 0 0 H H
LEU455 TYR32 4.96 -0.21 0 0 HD13 HH
ASN501 TYR32 5.06 -0.47 0 0 OD1 HD2
PRO499 SER67 5.07 -0.52 0 0 HD1 HB1
PHEA486 GLN55 5.07 -0.77 0 0 HB2 OE1l
PHE497 SER30 5.08 -0.08 0 0 H HB1
ASP405 ASN92 5.14 0.25 -1 0 OoD2 (0]



. Energia de Carga do Carga do A A
Residuo (RBD) Remglég)(LC- Distancia (A) intergagéo Res?duo Res?duo ?‘égg;’ A(‘é%rg;
(kcal/mol) (RBD) (B38)
GLY502 THR69 5.20 -0.13 0 0 HA2 HG21
LYS417 TYR32 5.22 -0.08 1 0 HZ3 HE1
ASN501 GLN27 5.23 -0.86 0 0 C HG1
PHE497 TYR32 5.29 -0.22 0 0 H HE2
GLN498 GLY66 5.29 -0.30 0 0 HG2 0
GLY446 SER67 5.33 -0.09 0 0 H HB1
ARG408 ASPO 5.35 -0.06 1 0 HH22 HB2
ARG403 ILE2 5.43 0.02 1 0 HH21 HD3
GLN498 GLY68 5.48 -0.10 0 0 HB2 HA1
GLY496 SER30 5.49 -0.05 0 0 HA2 HB1
ASP405 GLN27 5.49 -0.28 -1 0 HB1 HE22
GLY504 SER93 5.55 -0.07 0 0 HA2 HB1
ASN501 THR69 5.57 -0.13 0 0 HA HG22
TYR505 TYR94 5.58 -0.24 0 0 HE1 H
GLY504 GLY28 5.58 -0.53 0 0 H 0
GLN506 GLY28 5.65 -0.11 0 0 HG2 0
GLY446 SER31 5.66 -0.18 0 0 0 HB2
GLN498 SER52 5.67 -0.06 0 0 HE21 HG
GLY504 ILE2 5.68 -0.07 0 0 HA2 HD3
ASP405 ASPO 5.69 0.06 -1 0 OoD1 HB2
GLN506 GLN27 5.73 -0.20 0 0 H OE1
GLY447 SER31 5.83 -0.09 0 0 HA1 HB2
THR500 ILE29 5.85 -0.14 0 0 o] N
GLY502 GLY68 5.93 -0.06 0 0 H HA1
ARG403 LEU91 5.94 0.13 1 0 HH22 (o]
ASN501 PHE71 5.96 -0.09 0 0 OoD1 HZ
VAL503 ASPO 5.96 -0.19 0 0 HG23 0oD2
VAL483 SER56 6.03 -0.05 0 0 HG13 HB2
GLY504 ILE29 6.10 -0.15 0 0 H HG22
GLN493 TYR49 6.14 -0.14 0 0 OE1 HE1
ARG403 TYR94 6.14 -0.07 1 0 HH22 H
GLY485 SER56 6.15 -0.15 0 0 o] HB2
VAL445 SER67 6.17 -0.11 0 0 HA HB1
ARG408 ASN92 6.19 -0.07 1 0 HH12 o]
GLY502 SER26 6.21 0.10 0 0 HA2 o]
TYR489 TYR49 6.28 -0.09 0 0 HE2 HH
ARG403 SER31 6.28 -0.09 1 0 HD1 HG
SER494 SER31 6.28 -0.07 0 0 oG HB1
THR500 GLY66 6.34 0.37 0 0 HG1 C
ARG403 GLN27 6.36 -0.14 1 0 HH21 OE1
PHE486 GLY57 6.39 -0.14 0 0 HZ H
GLU406 SER93 6.40 -0.20 -1 0 HG1 HB1
GLN498 ALA51 6.41 -0.02 0 0 HG2 HB3
PRO499 SER30 6.42 -0.17 0 0 N HB1
GLY502 ILE2 6.46 -0.03 0 0 HA2 HD2
GLU484 TYR49 6.47 0.01 -1 0 (o] HH
GLU406 TYR32 6.48 0.09 -1 0 HG2 OH
THR500 GLN27 6.49 -0.11 0 0 (o] C
Lys417 LEU91 6.49 0.33 1 0 HZ2 HB2
TYR449 ALA50 6.50 -0.03 0 0 HH HB1
TYR495 ASN92 6.50 -0.09 0 0 HD1 HD21
PRO499 GLY68 6.52 -0.12 0 0 C HA1
SER494 ALA50 6.59 -0.05 0 0 HG HB1
GLN409 ASN92 6.60 -0.01 0 0 HE22 HD21
GLY485 GLN55 6.62 -0.04 0 0 o] OE1
ASP405 ILE2 6.63 -0.06 -1 0 HB1 HD3
ARG403 ILE29 6.63 -0.16 1 0 HH21 HG22
ARG403 GLN90 6.68 -0.09 1 0 HH22 OE1
ILE418 ASN92 6.69 -0.04 0 0 HG11 HD21
ASN487 SER56 6.70 -0.08 0 0 H oG
GLN498 ILE29 6.71 0.03 0 0 HB1 C
TYR505 ALA25 6.72 -0.04 0 0 HE1 HB3
TYR508 GLN27 6.75 -0.04 0 0 HH OE1
TYR505 LEU33 6.81 -0.16 0 0 HH N
GLN498 PHE71 6.82 -0.03 0 0 HG2 HE2
THR500 GLUT70 6.82 -0.02 0 -1 HB H
THR500 PHE71 6.84 -0.05 0 0 o] HZ
VAL503 ILE2 6.84 -0.05 0 0 HG22 HG11
GLY502 PHE71 6.85 -0.02 0 0 H HZ
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. Energia de Carga do Carga do A A
Residuo (RBD) Remglég)(LC- Distancia (A) intergagéo Res?duo Res?duo ,(Ag’%rgc)) A(\é%rg)o
(kcal/mol) (RBD) (B38)
TYR489 GLN55 6.86 -0.04 0 0 HH HE22
TYR495 SER30 6.86 -0.10 0 0 0 HB1
GLY502 SER67 6.89 0.01 0 0 H 0
PHE486 LEU54 6.95 -0.11 0 0 HD2 0
GLN498 GLY28 6.96 0.00 0 0 HB1 0
GLY446 SER52 7.00 -0.03 0 0 HA1 oG
GLY504 TYR32 7.01 -0.01 0 0 0 HE2
GLY502 SER31 7.03 -0.06 0 0 H H
GLY404 GLN27 7.06 -0.05 0 0 HA2 OE1l
GLY446 SER30 7.12 -0.09 0 0 o] 0
GLY496 ALA50 7.14 -0.04 0 0 HA1 HB1
GLY485 THR53 7.15 -0.03 0 0 HA2 HG21
GLY447 SER30 7.16 -0.03 0 0 HA1 HB1
LEU455 TYR97 7.16 -0.03 0 0 HD23 HH
VAL503 ILE29 7.17 -0.05 0 0 N HG22
GLN506 ILE29 7.17 -0.07 0 0 N HA
ILE418 TYR32 7.21 -0.08 0 0 HD1 OH
VAL503 SER26 7.22 0.03 0 0 H (o]
ASN487 GLN55 7.22 -0.05 0 0 H HE22
GLY496 ILE29 7.23 -0.03 0 0 HA2 o]
GLY504 ASPO 7.25 -0.15 0 0 HA2 0oD2
GLN506 SER30 7.25 -0.08 0 0 HA HB1
GLN493 ALA50 7.26 -0.04 0 0 OE1 HB1
TYR505 PHE71 7.27 -0.08 0 0 HD2 HZ
GLN506 TYR32 7.28 -0.08 0 0 N HE2
TYR505 TYR97 7.31 -0.02 0 0 HH H
GLN498 TYR32 7.31 -0.11 0 0 H HE2
ARG403 GLY28 7.32 -0.19 1 0 HE o]
PHE486 LEU46 7.37 -0.04 0 0 HB2 HD22
LYS444 SER67 7.38 -0.07 1 0 o] HB1
GLY504 ASN92 7.38 0.00 0 0 o] o]
ARG408 GLN27 7.39 -0.03 1 0 HH22 HE22
TYR449 TYR49 7.43 -0.03 0 0 HH HE1
TYR449 SER31 7.43 -0.04 0 0 OH HB1
PRO499 GLY28 7.46 0.01 0 0 C HA2
PHE486 THR53 7.47 -0.05 0 0 HD2 HG21
SER494 ASN92 7.47 -0.05 0 0 o] HD22
GLU406 TYR94 7.49 -0.13 -1 0 OE1 HE2
PHE497 ILE29 7.49 -0.11 0 0 H C
GLN493 ASN92 7.50 -0.02 0 0 HB2 HD22
TYR505 PRO96 7.50 -0.01 0 0 HH HA
GLY447 SER67 7.50 -0.03 0 0 N HB1
PHE456 TYR49 7.51 -0.04 0 0 HE1 HE1
ASN448 SER31 7.55 -0.01 0 0 H HB2
GLY502 TYR32 7.57 -0.02 0 0 H HD2
TYR489 SER56 7.57 -0.03 0 0 HH oG
GLN506 THR69 7.58 -0.02 0 0 HE21 HG22
TYR495 ILE29 7.59 0.04 0 0 (o] (o]
GLY446 ALA50 7.60 0.00 0 0 (o] (o]
GLN498 ALA50 7.63 -0.06 0 0 HG2 (o]
TYR505 ASPO 7.63 -0.07 0 0 HE1 (o]
PHE497 SER67 7.64 -0.09 0 0 C (o]
SER494 TYR49 7.66 -0.04 0 0 HG HE1
ASN487 TYR49 7.71 -0.06 0 0 H HH
PHE497 GLY28 7.72 -0.04 0 0 HD1 o]
THR500 SER31 7.81 0.04 0 0 o] H
TYR505 PRO95 7.85 -0.03 0 0 HH o]
LEU455 LEU91 7.88 -0.03 0 0 HD12 HB2
TYR505 GLN89 7.88 -0.03 0 0 HH o]
GLN409 TYR94 7.89 -0.03 0 0 HE21 HE2
GLY485 LEU54 7.90 0.05 0 0 o] o]
TYR505 GLY68 7.90 -0.02 0 0 HB1 o]
TYR505 ASP1 7.92 0.04 0 -1 HE1 C
LEU452 TYR32 7.95 -0.02 0 0 HA HH
GLY446 GLY66 7.97 0.00 0 0 HA1 o]
LYs417 SER93 7.97 -0.17 1 0 HZ2 N
GLY502 ALA25 7.98 -0.01 0 0 HA2 o]
TYR505 THR98 7.99 -0.02 0 0 HH HG22
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APENDICE C - INFORMACOES SUPLEMENTARES SOBRE HC-P2B-2F6:RBD

TABELAS COM DESCRICAO QUANTICA DETALHADA DAS INTERACOES
ENTRE A CADEIAPESADA DO P2B-2F6 E O RBD.

(Continua)
Residuo Energia de Carga do Carga do A A
Residuo (RBD) | (HC-P2B- Distancia (A) intelgagéo Res‘;i]duo Res?duo '(Aé%ng)) (Fgg)_r;:&
2F6) (kcal/mol) (RBD) (P2B-2F6)
GLU484 ARG112 1.55 -10.18 -1 1 OE2 HH12
LYS444 SER30 1.86 -4.28 1 0 HZ1 oG
ASN450 SER31 2.00 -3.92 0 0 HD21 (o]
TYR449 TYR33 2.16 -5.50 0 0 HB2 HE1
LEU452 ILE103 2.22 -1.53 0 0 HD22 HG21
ASN448 SER31 2.23 -3.00 0 0 HA HB2
GLY446 TYR27 2.24 -3.36 0 0 HA2 HA
GLN493 ILE103 2.28 -3.12 0 0 HA HD3
GLU484 PRO107 2.30 -1.88 -1 0 HG2 HG1
TYR449 ILE103 2.35 -2.67 0 0 OH HD1
GLY485 ARG112 2.45 0.00 0 1 HA2 HH22
LEU452 VAL105 2.46 -2.72 0 0 HD23 HG22
LEU492 VAL105 2.47 -2.07 0 0 HG HG23
LEU492 ILE103 2.54 -2.22 0 0 HB2 HG22
PHE490 VAL105 2.57 -2.02 0 0 HE2 HG23
LYS444 SER28 2.58 -4.20 1 0 HD1 HB2
TYR449 SER31 2.62 -1.82 0 0 H (6]
PHE490 VAL106 2.63 -2.55 0 0 HD2 HG23
TYR449 GLY102 2.63 -0.72 0 0 HE1 HA2
ILE472 PRO107 2.69 -2.38 0 0 HD3 HG1
SER494 ILE103 2.73 -2.59 0 0 HG HG11
TYR449 GLY32 2.76 -2.68 0 0 (6] HA2
PHE490 PRO107 2.78 -3.08 0 0 HB2 HD1
TYR351 VAL105 2.83 -1.34 0 0 HE2 HG21
GLY446 GLY26 2.83 -1.03 0 0 HA2 (6]
TYR449 TYR27 2.84 -1.62 0 0 H OH
ASN450 TYR53 2.92 -1.40 0 0 HB2 HH
GLY447 SER31 2.98 -0.93 0 0 (6] HB2
ASN450 GLY32 3.01 -2.62 0 0 HB2 HA2
ASN448 TYR27 3.02 -1.80 0 0 HA OH
LEU492 VAL106 3.04 -1.36 0 0 HB1 HG23
LYS444 SER31 3.05 -2.57 1 0 HD1 oG
VAL445 SER28 3.16 -1.72 0 0 (0] H
VAL445 TYR27 3.18 -2.70 0 0 0} HA
GLU484 VAL106 3.23 -0.04 -1 0 OE2 HG12
GLY447 TYR27 3.26 -3.97 0 0 C HE1
LEU452 VAL104 3.43 -0.99 0 0 HD11 HG21
ARG346 SER55 3.47 -1.07 1 0 HH22 HB2
ASN450 ILE103 3.81 -0.74 0 0 HA HA
GLY446 SER28 3.81 -0.34 0 0 HA2 H
GLN498 TYR27 3.99 -0.32 0 0 HE22 HE1
ASN450 TYR33 411 -0.71 0 0 HB2 H
TYR449 TYR53 4.16 -191 0 0 o} HH
ASN450 GLY102 4.32 -0.21 0 0 HA 0}
ASN450 HIS54 4.43 -0.48 0 0 HB2 HE2
ASN450 VAL104 4.47 -0.81 0 0 HB1 HG13
GLY447 SER28 4.57 -0.86 0 0 0} H
TYR449 VAL101 4.62 -0.23 0 0 HE1 C
PHE490 ILE103 471 -0.30 0 0 HD2 HG22
PHE486 ARG112 4,74 -0.34 0 1 H HH22
SER443 SER31 4.79 -1.04 0 0 HA HB2
ARG346 HIS54 4.80 -1.00 1 0 HH21 ND1
TYR449 VAL100 4.80 -0.21 0 0 HE1 o}
TYRA453 ILE103 4.88 -0.26 0 0 H HG21
VAL445 GLY26 4.88 -0.60 0 0 o o
ASN448 TYR33 4.91 -0.52 0 0 C HE1
ASN450 SER30 5.03 0.06 0 0 HD21 o]
ASN448 GLY32 5.04 -0.31 0 0 HA N
LEU452 VAL106 5.12 -0.18 0 0 HD23 HG21
ARG346 THR74 5.28 -0.04 1 0 HH21 HG23



(Continuagdo)

Residuo

Energia de

Carga do

Carga do

Residuo (RBD) (HC-P2B- Distancia (A) interacéo Residuo Residuo '(A‘é%rg)) (péggge)
2F6) (kcal/mol) (RBD) (P2B-2F6)

ILE468 VAL105 5.29 -0.17 0 0 HG21 HG12
GLN493 VAL106 5.33 -0.16 0 0 HA HG22
PHE490 ARG112 5.34 -0.27 0 1 H HH12
TYR489 ARG112 5.39 -0.05 0 1 HA HH22
ASN448 SER30 5.40 -0.09 0 0 HD22 (o]
VAL445 SER31 5.43 -0.20 0 0 o] HG
ASP442 SER31 5.51 -0.04 -1 0 0 HB2
PHE497 TYR27 5.51 -0.28 0 0 0 HE1
LEU455 ILE103 5.56 -0.07 0 0 HD13 HD3
LYS444 TYR27 5.57 -0.06 1 0 (o] HA
GLY447 GLY26 5.57 0.13 0 0 N o]
ARG346 SER30 5.65 -0.32 1 0 HH21 HB1
GLY485 VAL106 5.65 -0.01 0 0 HA1 HG12
SER469 VAL105 5.73 -0.20 0 0 o] HB
SER494 GLY102 5.75 -0.34 0 0 oG C
LYS444 ILE29 5.76 0.07 1 0 HD1 N
GLY446 VAL2 5.77 -0.14 0 0 HA2 HG23
ASN450 TYR27 5.81 -0.16 0 0 HD21 OH
TYR451 SER31 5.82 -0.08 0 0 H o]
CYS488 ARG112 5.83 -0.08 0 1 (o] HH22
GLY496 TYR27 5.85 -0.01 0 0 HA1 HH
LEU492 PRO107 5.90 -0.12 0 0 HB1 HD2
GLU484 VAL101 5.93 -0.26 -1 0 OE2 HG23
ALA352 VAL105 5.95 -0.09 0 0 HB1 HG12
THR470 PRO107 5.95 -0.07 0 0 o] HG2
LEU452 GLY102 5.95 -0.06 0 0 HD23 o]
ASN448 SER28 5.97 -0.27 0 0 HA o]
PRO491 VAL106 5.98 -0.22 0 0 N HG23
GLN498 GLY26 5.98 -0.13 0 0 HE22 o]

ILE472 ARG112 6.02 -0.01 0 1 HD2 HH12
GLU484 ALA108 6.02 0.04 -1 0 HG2 HB3
GLN493 VAL105 6.03 -0.16 0 0 H HG23
GLY496 TYR33 6.03 -0.11 0 0 HA1 HE1
VAL483 ARG112 6.05 0.20 0 1 C HH22
TYR489 PRO107 6.07 -0.06 0 0 C HD1
VAL483 PRO107 6.12 -0.10 0 0 o] HG1
TYR449 ARG98 6.13 -0.34 0 1 HB2 HH12
GLY446 SER31 6.14 -0.09 0 0 HA2 HG
ILE472 VAL106 6.14 -0.16 0 0 HG11 HA
TYR449 VAL104 6.19 -0.25 0 0 (o] H
SER494 VAL105 6.22 -0.06 0 0 HG HG22
GLY485 PRO107 6.22 -0.09 0 0 H HG1
TYR451 ILE103 6.27 -0.22 0 0 N HA
LYS444 ASNT77 6.28 -0.34 1 0 HZ2 OoD1
GLU4T71 PRO107 6.28 -0.10 -1 0 C HG2
TYR489 VAL106 6.29 0.04 0 0 HA HG12
PHE490 VAL104 6.30 -0.11 0 0 HE2 C
TYR495 ILE103 6.43 -0.21 0 0 N HG11
ASN450 VAL105 6.43 -0.14 0 0 (o] HG22
PRO491 ILE103 6.44 -0.03 0 0 C HG22
TYR451 GLY32 6.46 -0.13 0 0 H HA2
GLY447 TYR33 6.48 -0.04 0 0 C HE1
SER494 VAL106 6.50 -0.05 0 0 HG HG21
TYR449 VAL106 6.53 -0.05 0 0 OH HG22
LEU441 SER31 6.53 -0.09 0 0 o] HA
ARG454 VAL105 6.53 -0.08 1 0 HB1 HG21
TYR449 HIS54 6.58 -0.11 0 0 o] HE2
ARG346 GLY56 6.60 -0.19 1 0 HH22 N
GLY447 GLY32 6.60 -0.06 0 0 o] N
PRO491 PRO107 6.61 -0.13 0 0 HD1 HD2
LEU492 VAL104 6.64 -0.07 0 0 HB2 N
ASN448 HIS54 6.65 -0.05 0 0 HD22 HE2
LYS444 THR74 6.65 -0.37 1 0 HZ1 HB
PHE497 SER31 6.67 -0.09 0 0 HD2 HB2
TYR351 ILE103 6.67 -0.07 0 0 HE2 HG23
SER443 SER28 6.72 0.04 0 0 C HB2
ILE472 VAL105 6.72 -0.05 0 0 HG11 o]
THR470 VAL105 6.75 -0.07 0 0 HA HB
PRO499 TYR27 6.76 -0.05 0 0 HD2 HE1
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(Continuagdo)

Residuo

Energia de

Carga do

Carga do

Residuo (RBD) (HC-P2B- Distancia (A) interagéo Residuo Residuo ?é(éﬂg()) (péggge)
2F6) (kcal/mol) (RBD) (P2B-2F6)
VAL445 ASN77 6.79 -0.05 0 0 0 HD22
TYR453 VAL105 6.81 -0.08 0 0 H HG22
TYR449 TYR34 6.82 -0.10 0 0 HD1 H
GLY446 ARG98 6.84 -0.19 0 1 0 HH11
PRO491 VAL105 6.87 -0.16 0 0 C HG23
TYR351 VAL104 6.90 -0.02 0 0 HE2 HG22
LYS444 GLY32 6.92 -0.17 1 0 HD1 H
GLN498 TYR33 6.95 -0.05 0 0 HE21 HE1
GLY485 VAL101 6.96 -0.04 0 0 HA2 HG23
SER443 TYR27 6.98 0.09 0 0 HA HE1
SER494 GLY32 6.98 -0.04 0 0 HB2 HA2
VAL445 ILE29 6.99 -0.01 0 0 o] N
TYR449 ALA99 6.99 -0.03 0 0 HE1 (o]
TYR449 SER30 6.99 -0.01 0 0 H C
GLY446 SER25 6.99 0.02 0 0 HA2 C
TYR449 SER28 7.01 -0.05 0 0 H 0
SER494 TYR33 7.06 -0.09 0 0 HB2 HE1
ASN450 ILE29 7.07 -0.05 0 0 HD21 o]
GLY446 TYR33 7.07 -0.02 0 0 o] HE1
ARG454 ILE103 7.10 -0.03 1 0 HA HG22
GLN493 VAL104 7.11 -0.13 0 0 o] H
ILE472 ALA108 7.12 -0.07 0 0 HD3 N
GLY446 VAL24 7.14 -0.02 0 0 HA2 HG11
TYR451 VAL104 7.14 -0.18 0 0 N H
THR345 SER30 7.15 0.01 0 0 o] HB1
SER494 TYR53 7.17 -0.02 0 0 oG HH
GLY447 SER30 7.18 -0.30 0 0 o] C
PHE490 ALA109 7.22 -0.04 0 0 HD2 HB2
TYR495 TYR27 7.22 -0.02 0 0 o] HH
LEU455 VAL106 7.23 -0.02 0 0 HD11 HG23
TYRA473 PRO107 7.23 -0.05 0 0 H HG1
LEU452 TYR53 7.26 -0.05 0 0 HD23 HH
GLU484 ALA109 7.26 -0.11 -1 0 OE2 H
SER494 SER31 7.30 -0.03 0 0 HB2 o]
GLY446 ASNT77 7.30 -0.01 0 0 HA2 HD22
GLN498 VAL2 7.30 -0.02 0 0 HE22 HG23
LYS444 SER75 7.31 -0.33 1 0 HZ2 HA
LYS444 HIS54 7.31 -0.10 1 0 HZ1 HB1
GLN498 ARG98 7.31 0.08 0 1 HE21 HH12
LEU492 VAL101 7.31 -0.04 0 0 (o] HG12
TYR495 TYR33 7.31 -0.03 0 0 (o] HE1
LYS444 GLY26 7.32 0.09 1 0 (o] (o]
SER349 VAL105 7.32 -0.03 0 0 0G HG22
GLY482 ARG112 7.33 -0.11 0 1 (o] HH22
PHE497 TYR33 7.34 -0.05 0 0 H HE1
GLN493 VAL101 7.34 -0.08 0 0 HA HG12
GLY447 ILE29 7.37 0.02 0 0 (o] N
GLU484 VAL105 7.39 -0.15 -1 0 HG2 (o]
TYR495 SER31 7.39 0.00 0 0 (o] (o]
GLY482 PRO107 7.40 -0.01 0 0 (o] HB1
TYR449 TRP35 7.43 -0.07 0 0 (o] HE1
ASP442 SER30 7.44 0.13 -1 0 HA o]
TYR451 GLY102 7.44 0.01 0 0 N o]
GLY446 ILE29 7.48 0.01 0 0 HA2 N
CYS488 PRO107 7.50 -0.03 0 0 o] HG1
VAL445 SER25 7.50 -0.02 0 0 o] HA
ASN448 ILE29 7.51 -0.05 0 0 HA o]
GLU484 ILE103 7.52 -0.02 -1 0 OE2 HD2
TYR451 SER30 7.52 -0.02 0 0 HE2 o]
TYR351 VAL106 7.53 -0.09 0 0 HE2 N
ARG346 TYR53 7.53 -0.12 1 0 HH22 HD1
LEU441 SER30 7.54 -0.05 0 0 o] o]
GLN493 GLY102 7.54 -0.12 0 0 HA H
TYR449 ILE29 7.54 -0.01 0 0 H o]
ARG346 VALT72 7.55 -0.05 1 0 HH21 HG22
PHE490 VAL101 7.56 -0.05 0 0 HB2 HG13
ASN450 SER28 7.59 -0.03 0 0 HD21 o]
GLY496 SER31 7.59 -0.03 0 0 HA1 o]
TYR449 ALA109 7.59 -0.03 0 0 HE1 HB1
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(Conclusdo)

Residuo

Energia de

Carga do

Carga do

Residuo (RBD) (HC-P2B- Distancia (A) interacéo Residuo Residuo '(A‘é%rgc)) (PAZ\EOEISS)
2F6) (kcal/mol) (RBD) (P2B-2F6)

GLN498 SER28 7.60 -0.03 0 0 HE22 H
SER469 PRO107 7.64 -0.01 0 0 0 HD2
LEU452 ALA109 7.67 -0.01 0 0 HD23 HB2
LEU452 TYR34 7.69 -0.02 0 0 HD23 HE1
ASN448 TYR53 7.70 0.06 0 0 oD1 HH
PRO499 SER28 7.73 -0.02 0 0 HG2 HB1
SER349 VAL104 7.77 -0.01 0 0 HB2 HG21
PRO499 SER31 7.79 -0.01 0 0 HD2 HB2
SER494 VAL101 7.83 -0.05 0 0 HB1 HG12
LEU441 SER28 7.83 0.00 0 0 (o] HB2
LEU452 VAL101 7.87 -0.01 0 0 HD23 HG11
ASN450 SER55 7.87 -0.05 0 0 HB1 HG
GLU471 VAL106 7.88 -0.01 -1 0 0 HA
GLU471 VAL105 7.88 0.05 -1 0 o] 0
GLY447 VAL2 7.88 -0.06 0 0 N HG23
ASN450 TRP35 7.89 -0.02 0 0 HB2 HE1
SER494 TYR27 7.89 -0.01 0 0 HB2 HH
ASN448 TRP35 7.90 -0.02 0 0 HA HZ2
ARG346 SER31 7.90 -0.16 1 0 HG1 HA
PHE347 HIS54 7.91 -0.04 0 0 H HE1
LEU492 ALA109 7.93 -0.02 0 0 HB1 HB2
TYR451 VAL105 7.93 -0.07 0 0 C HG22
SER349 ILE103 7.95 -0.01 0 0 HB1 HG21
GLY447 TRP35 7.99 -0.02 0 0 0 HZ2
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APENDICE D - INFORMACOES SUPLEMENTARES SOBRE LC-P2B-2F6:RBD

TABELAS COM DESCRICAO QUANTICA DETALHADA DAS INTERACOES
ENTRE A CADEIA LEVE DO P2B-2F6 E O RBD.

(Continua)
. . Energia de Carga do Carga do A A
'?SédDu)o sz'glfgélﬁ‘)c' Distancia (A) inte rgagéo Res?duo Resgl!duo ’(AFE%”S)) (P';g)_r;ge)
(kcal/mol) (RBD) (P2B-2F6)

GLY482 ASN33 1.87 -5.60 0 0 o H
VAL483 ASN33 217 -5.61 0 0 HA HB2
GLU484 TYR34 2.18 -3.21 -1 0 HB2 HE1
PHE486 VAL53 2.48 -1.66 0 0 HD1 HG21
GLY482 TYR32 2.62 -6.58 0 0 HA2 HA
GLY485 GLU52 2.94 -0.76 0 -1 HA2 OE1
GLY482 GLY31 3.00 -0.85 0 0 HA2 o
GLU484 ASN33 3.28 -1.02 -1 0 H HB2
GLY485 LYS55 331 -0.43 0 1 (0] Hz1
GLY482 TYR34 3.42 -0.72 0 0 (0] HE1
GLU484 GLU52 3.59 1.46 -1 -1 (0] HG2
PHE486 LYS55 3.70 -0.95 0 1 HB1 HE2
PHE486 GLU52 3.75 -0.81 0 -1 HB2 HG2
VAL483 TYR34 3.99 -0.49 0 0 HA HD1
ASN481 ASN33 4.31 0.28 0 0 (0] HB1
PHE486 ASN33 4.46 -1.37 0 0 HD1 HD21
VAL483 TYR32 4.64 -1.61 0 0 N HA
GLY485 TYR34 4.86 -0.35 0 0 N HD1
ASN487 ASN33 491 -0.37 0 0 HB2 HD21
ASN481 GLY31 4.94 0.37 0 0 OD1 (0]
ILE4T2 TYR34 5.02 -0.14 0 0 HD2 HE1
GLU484 VAL53 511 -0.25 -1 0 (0] HG23
PHE486 SER54 5.14 -0.15 0 0 HD1 H
ASN481 TYR32 5.19 0.18 0 0 (0] HA
PHE486 TYR34 5.44 -0.22 0 0 H HD1
GLU484 TYR32 5.45 -0.29 -1 0 HB1 HD1
VAL483 VAL53 5.67 -0.08 0 0 HG11 HG21
GLY482 LYS68 5.80 -0.13 0 1 HA2 HZz2
GLU484 LYS55 5.81 -1.47 -1 1 (0] HZz2
VAL483 GLY31 5.89 -0.23 0 0 N (0]
ASN487 VAL53 6.04 -0.10 0 0 HB1 HG21
GLY485 VAL53 6.35 -0.08 0 0 C HG23
CYS488 ASN33 6.41 -0.11 0 0 H HD21
VAL483 LYS68 6.42 -0.07 0 1 HG21 HZz2
CYS488 TYR34 6.50 -0.09 0 0 0 HD1
GLY482 GLY30 6.55 -0.07 0 0 HA2 C
ILE472 TYR32 6.68 -0.05 0 0 HD3 HD1
ASN481 GLY30 6.70 -0.06 0 0 OoD1 (0]
ASN481 LYS68 6.75 -0.33 0 1 (0] HZz2
GLY485 ASN33 6.83 0.04 0 0 N HB2
TYR489 LYS55 6.98 -0.03 0 1 HB2 Hz1
VAL483 GLU52 7.02 -0.18 0 -1 HA HG2
CYS480 ASN33 7.08 -0.05 0 0 HA HB1
GLU484 VAL35 7.16 0.08 -1 0 (¢] H
GLY482 ASP28 7.19 0.01 0 -1 HA2 [¢]
GLN493 LYS55 7.22 0.13 0 1 HE21 HzZ3
CYS488 GLU52 7.22 0.00 0 -1 (0] HG2
ASN487 LYS55 7.24 0.05 0 1 H HZ1
TYR489 GLUS52 7.30 -0.08 0 -1 HB1 OE1
TYR489 TYR34 7.35 -0.04 0 0 HA HD1
ASN481 TYR34 7.36 -0.14 0 0 C HE1
GLY485 TYR51 7.41 -0.09 0 0 HA2 HD1
GLY482 VALS53 7.47 -0.02 0 0 (¢] HG22
GLY482 VAL29 7.51 -0.01 0 0 HA2 [¢]
PHE490 TYR34 7.56 -0.04 0 0 H HE1
GLY482 TYR93 7.60 -0.03 0 0 HAl HD2
ASN487 GLU52 7.62 -0.11 0 -1 N HG2
ASN481 SER26 7.65 -0.02 0 0 OoD1 [e]
GLY482 VAL35 7.66 -0.01 0 0 (0] HG13
CYS488 VALS53 7.79 -0.03 0 0 H HG21
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Energia de

Carga do

Carga do

Residuo Residuo (LC- Distancia (A interacgdo Residuo Residuo Atomo Atomo
(RBD) P2B-2F6) A (kcal/nﬁol) (RBD) (P2B-2F6) (RBD) (P2B-2F6)
GLU484 LYS68 7.81 -0.88 -1 1 H HE2
PHE486 TYR51 7.86 -0.09 0 0 HD1 o
PHE486 SER67 7.86 -0.02 0 0 HE1 HA
PRO479 ASN33 7.89 -0.01 0 0 o HB1
CYS488 LYS55 7.94 -0.07 0 1 (e] HZ1
PHEA486 GLY66 8.00 -0.02 0 0 HE1 O




