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RESUMO

A leucemia, um tipo de cancer que afeta os globulos brancos na medula 6ssea, € uma das formas
mais mortais de neoplasia. A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) ¢ o tipo mais comum de
leucemia em criangas e € caracterizada pelo crescimento celular descontrolado de linfocitos B
anormais. A terapia por CAR-T ¢ um novo método de tratamento para a LLA-B, que utiliza
receptores de antigenos quiméricos para reconhecer e destruir as células cancerigenas. Estudos
tém mostrado taxas de sucesso cada vez maiores com essa terapia, chegando a remissdes
completas em 80% dos pacientes com leucemia ou linfoma no estagio terminal. Um dos alvos
terapéuticos contra o LLA-B ¢ a glicoproteina CD22, uma proteina de membrana marcadora de
células B. O anticorpo hLL2/Epratuzumab ¢ um anticorpo que se liga a proteina CD22 e ¢ usado
no tratamento de LLA-B. Sabe-se que a simulagdo de dindmica molecular (DM) ¢ uma técnica
usada para estudar a interacdo entre moléculas a nivel atdmico. Essas simula¢des permitem
compreender o comportamento das moléculas e podem ajudar no desenvolvimento de novos
medicamentos. Em relacdo a Epratuzumab e CD22, a simulagdo de dinamica molecular pode
ajudar a entender como as interagdes entre essas moléculas ocorrem e como as modificagdes
nas N-glicosilagdes de CD22 podem afetar essa interacdo, pois ja foi comprovado que o
tamanho e a composi¢do das N-glicosilagdes podem alterar de forma significativa a afinidade
de Epratuzumab com CD22. Assim, criaram-se diferentes formas estruturais de CD22 (CD22-
1g e CD22-6g), abrangendo os dominios D1, D2 e D3 extracelulares, diferindo na presenga ou
ndo de N-glicosilagdes na estrutura de CD22, para simula¢do em interacdo com o scFv nativo
de Epratuzumab. Este estudo analisou as interacdes entre scFv-Epratuzumab e os dominios
CD22-6g e CD22-1g por meio de simulacdes de dinamica molecular. Os resultados revelaram
que os dominios de scFv-Epratuzumab e CD22-6g atingiram rapidamente o equilibrio,
enquanto o dominio D1 de CD22-1g apresentou maior variabilidade estrutural antes do tempo
de equilibrio. A andlise de clusters identificou as configuracdes mais representativas das
estruturas. Além disso, as glicosilagdes no dominio D2 de CD22-6g foram consideradas
importantes para a atratividade geral entre o scF've CD22. As CDRs CDRH2 e CDRLI de scFv-
Epratuzumab demonstraram maior atratividade com os dominios de CD22. Os resultados
contribuem para o entendimento das intera¢des entre scFv-Epratuzumab e CD22-6g/CD22-1g,
ressaltando a importancia das glicosilagdes e fornecendo novas informagdes para a proposi¢ao

de novas mutacdes nesse scFv, de forma a melhorar a afinidade dessa molécula com o CD22.

Palavras-chave: CAR-T; Epratuzumab; Dindmica Molecular.



ABSTRACT

Leukemia, a type of cancer that affects white blood cells in the bone marrow, is one of the
deadliest forms of the disease. Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common type
of leukemia in children. Uncontrolled growth of abnormal B lymphocytes describe this disease.
CAR-T therapy is a novel treatment approach for ALL-B, utilizing chimeric antigen receptors
to recognize and destroy cancer cells. Studies have shown increasing success rates with this
therapy, achieving complete remissions in 80% of patients with advanced-stage leukemia or
lymphoma. One therapeutic target against ALL-B is the CD22 glycoprotein, a cell surface
marker protein for B cells. The hLL2/Epratuzumab antibody is an antibody that binds to the
CD22 protein and is utilized in the treatment of non-Hodgkin lymphoma and ALL-B. Molecular
dynamics (MD) simulation is a technique used to study molecular interactions at the atomic
level. These simulations allow for a better understanding of molecule behavior and can aid in
the design of new drugs. In the case of Epratuzumab and CD22, MD simulation can help
elucidate how the interactions between these molecules occur and how modifications in CD22's
N-glycosylations can affect this interaction. Also, the size and composition of N-glycosylations
can significantly alter the affinity of Epratuzumab for CD22. Thus, different structural forms of
CD22 (CD22-1g and CD22-6g) were created, encompassing the extracellular D1, D2 and D3
domains, differing in the presence or absence of N-glycosylations in the CD22 structure, for
simulation in interaction with the native scFv of Epratuzumab. This study analyzed the
interactions between scFv-Epratuzumab and the domains of CD22-6g and CD22-1g through
MD simulations. Results revealed that the domains of scFv-Epratuzumab and CD22-6g quickly
reached equilibrium, while the D1 domain of CD22-1g exhibited larger structural variability
before reaching equilibrium. Cluster analysis identified the most representative configurations
of the structures. Additionally, glycosylations in the D2 domain of CD22-6g were considered
significant for the overall attractiveness between the scFv and CD22. The CDRs CDRH?2 and
CDRLI1 of scFv-Epratuzumab demonstrated a higher affinity for the domains of CD22. The
findings contribute to understanding the interactions between scFv-Epratuzumab and CD22-
6g/CD22-1g, highlighting the importance of glycosylations and providing new insights for

proposing new mutations in this scFv to enhance its affinity with CD22.

Keywords: CAR-T; Epratuzumab; Molecular Dynamics.
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1 INTRODUCAO
1.1 Céncer e Leucemia Linféide Aguda

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de doengas as quais tem como caracteristica
principal o crescimento celular descontrolado, com capacidade de invadir outros tecidos do
organismo. Mais de 100 doengas pertencem a esse conjunto de enfermidades (INCA, 2018),
corroborando a diversidade de efeitos danosos e, muitas vezes, letais que o cancer pode
proporcionar ao individuo. Existem varios fatores de risco que podem aumentar a probabilidade
de um individuo desenvolver um tipo de cancer. Entre esses fatores, os principais sdo a idade
avancada; o tabagismo; a exposicdo a radiagdes, incluindo a ultravioleta; a obesidade; e a
exposicdo a compostos quimicos carcindogenos (NIH, 2022). A ocorréncia de cancer vem
aumentando de forma preocupante ndo apenas em escala nacional, mas também global. Sabe-
se que, na maioria dos paises, esse conjunto de doengas representam a principal causa de
mortalidade prematura, ou seja, abaixo dos 70 anos de vida (INCA, 2022). Estimam-se que,
no triénio 2023-2025, mais de 700 mil novos casos de cancer sejam diagnosticados no Brasil,
onde a maior parte dos casos de tumor maligno sdo os de pele tipo ndo melanoma, os de mama
feminina e os de prostata (INCA, 2022). Para reafirmar como esse ¢ um empecilho global, esse
nimero quase se iguala a quantidade de obitos por cancer projetadas para ocorrer nos Estados
Unidos, no ano de 2023 (SIEGEL et al., 2023).

Dentro da lista de tipos de cancer com maior taxa de mortalidade, pode-se destacar
a leucemia. Essa doenga maligna hematologica caracteriza-se por afetar os globulos brancos ou
seus precursores, ocasionando o acimulo de células defeituosas na medula 6ssea (INCA, 2022).
No ano de 2020, no Brasil, foram registrados mais de 6.000 6bitos por leucemia e, no tri€nio,
2023-2025, estima-se o diagnostico de mais de 30.000 casos (INCA, 2022). Entre os tipos de
leucemia, a Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) ¢ o tipo de neoplasia maligna que mais
acomete criancgas (DIAS et al., 2019). Essa doenca ¢ caracterizada pelo crescimento celular
descontrolado de linfécitos T e B anormais (PUCKETT e CHAN, 2022). Dentro do subtipo
LLA, existe a LLA de células B (LLA-B), cuja defini¢ao € o crescimento celular descontrolado
de linfocitos B anormais. E um dos tipos mais comuns de LLA, correspondendo a
aproximadamente 85% dos casos de LLA (DIAS et al., 2019).

Existem diversos tipos de tratamento para LLA-B. Alguns sdo mais tradicionais,
como a quimioterapia, a radioterapia e transplante de medula Ossea, que, apesar de serem,
muitas vezes, meios eficazes de tratamento do cancer, apresentam limitagdes e problemas
envolvidos, como a diversidade de efeitos colaterais que podem ocorrer durante e apds o

tratamento. A partir disso, € importante que exista a adaptacdo e desenvolvimento de novos
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métodos de terapia os quais possam contribuir para uma melhor qualidade de vida dos pacientes
oncolédgicos. Entre esses novos métodos, pode-se destacar a imunoterapia, que utiliza do
sistema imunologico do paciente para o reconhecimento e eliminagdo das células neoplasicas
(WALDMAN, et al.; 2020). A imunoterapia pode ser utilizada de forma conjunta com os
tratamentos tradicionais, de forma a potencializar a eliminagao do cancer, além de possibilitar
uma maior especificidade do tratamento direcionada a células cancerigenas, evitando efeitos
colaterais mais graves (JUNIOR, et al.; 2020). No Brasil, o estudo da imunoterapia apresenta
uma importante linha de pesquisa no Instituto Nacional do Cancer, liderada pelo pesquisador
Dr. Martin Bonamino. Essa linha de pesquisa tem como foco a realizagdo de cultivo e
modificacdo genética de células do sistema imunologico, com o objetivo de induzir respostas

antitumorais.

1.2 Anticorpos

Os anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) sdo moléculas proteicas circulantes
produzidas por células B em resposta a exposi¢ao a estruturas estranhas ao corpo, conhecida
como antigenos. Eles sdo moléculas diversas e especificas em suas habilidades de
reconhecimento dos antigenos e constituem os mediadores da imunidade humoral contra todas
as classes de microrganismos (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2015). Todos os anticorpos
compartilham as mesmas caracteristicas estruturais basicas, porém apresentam significativa
variabilidade em regides onde os antigenos se ligam. Essa variabilidade das regides onde os
antigenos se ligam € responsavel pela capacidade de diferentes imunoglobulinas serem aptas de
se ligarem, de forma especifica, a muitos antigenos (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI 2015).

Os anticorpos sdao compostos de duas regides distintas: o fragmento cristalizavel
(Fc) e a regido de ligagdo ao antigeno (Fab). O Fc € responsavel por “engatilhar” as funcdes
efetoras do sistema imune adaptativo e o Fab € onde ocorre a maior variabilidade de sequéncia
responsavel por garantir a especificidade de ligagao dos anticorpos aos seus respectivos
antigenos. Todos os anticorpos sao feitos por duas cadeias polipeptidicas pesadas de mesma
sequéncia e duas cadeias polipeptidicas leves de mesma sequéncia. Ambas as cadeias pesadas
e leves sdo formadas por sequéncias que formam um motivo globular, denominado de dominio
Ig com uma ligacao dissulfeto intra-cadeia em cada dominio Ig. Além disso, dentro das cadeias
pesadas e leves também existem diferengas em suas regides, apresentando regides variaveis (V)
e regides constantes (C) (JANEWAY et al., 2016). As cadeias pesadas das imunoglobulinas
sdo formadas por cinco ou quatro dominios Ig, sendo um desses dominios presente na regiao V,

formando a regido varidvel da cadeia pesada (VH) e o resto dos dominios presentes na regiao
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C, formando as regides constantes da cadeia pesada (CHI, CH2, CH3 e/ou CH4); ja as cadeias
leves sdo formadas por apenas dois dominios Ig, apresentando um dominio presente na regiao,
formando a regido varidvel da cadeia leve (VL) e um dominio presente na regido C, formando
aregido constante da cadeia leve (CL) (JANEWAY et al., 2016). As cadeias leves e pesadas sao
ligadas entre si mediante ligacdes dissulfeto entre CL ¢ CHI, e as duas cadeias pesadas sao
ligadas entre si também por ligagdes dissulfeto entre os dominios CH2 das duas cadeias, no

caso do anticorpo IgG.

Figura 1 — Representagdo ilustrada de moléculas de anticorpo da classe IgG. Azul e Vermelho:
Cadeias pesadas (CH: Dominio constante da cadeia pesada; VH: Dominio variavel da cadeia
pesada). Verde: Cadeias leves (CL: Dominio constante da cadeia leve; VL: Dominio variavel da
cadeia leve). Cada regido de semicirculo representa um dominio Ig. Cada reta pontilhada

representa uma ligacao dissulfeto.
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Fonte: Livro Imunologia Celular e Molecular por ABBAS, LICTHMAN e PILLAI, 2016.

A maior parte das diferencas da sequéncia e da variabilidade entre os diversos
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anticorpos encontra-se restrita a trés regides menores da regido VH e trés regides menores da
regido VL. Essas trés regides menores, tanto de VH quanto de VL, sdo conhecidos como regides
hipervariaveis (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2015). Essas regides hipervariaveis formam
uma superficie de ligacdo ao antigeno, gerando uma estrutura tridimensional (3D) que ¢
complementar 4 forma 3D do antigeno e, por isso, as regides hipervariaveis também sao
chamadas de Regides de Determinagcdo de Complementariedade (CDRs). As diferengas de
sequéncia entre as CDRs dos anticorpos geram estruturas 3D complementares a antigenos

diferentes, o que contribui para a especificidade de ligagdo dos anticorpos.

Figura 2 — Representagao ilustrada de um anticorpo de forma a enaltecer as CDRs. Azul: regido

constante. Vermelho: regido variavel. Rosa: CDRs de VL. Azul: regido constante.

Lv1 T~
Lv3 (CDR1) Lv2
(CDR3) (CDR2)

Fonte: Adaptado de Rapid Novor, 2022.

1.2.1 Fragmentos variaveis de cadeia uinica

A porcao do anticorpo constituida apenas por VH e VL ¢ chamada de fragmento
variavel (Fv). Essa ¢ uma regido importante, pois ¢ a menor unidade da molécula de
imunoglobulina com fun¢do nas atividades de ligagdo ao antigeno (AHMAD, et al., 2012).
Devido a avancos na tecnologia de geracao de anticorpos recombinantes, foi possivel gerar uma
molécula formada pelo Fv unida por um linker peptidico flexivel, chamada de fragmento
variavel de cadeia unica (scFv). Atualmente, os linkers mais utilizados sdo aqueles contendo ou
residuos de Glicina e Serina, por serem residuos que permitem maior flexibilidade a molécula,

ou residuos carregados, como Glutamina e Lisina, que aumentam a solubilidade do scFv.
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Essas moléculas passaram a ser utilizadas em diversos campos de estudo, por reter
a capacidade de ligagdo ao antigeno dos anticorpos e por apresentarem tamanho menor que o
anticorpo inteiro. Isso facilita, por exemplo, a utilizagdo de derivados de anticorpo no
tratamento de tumores, pois existe uma melhoria da penetracao da molécula no tumor (AHMAD,
et al., 2012). Além disso, moléculas de scFv podem ser facilmente produzidas em sistemas
procaridticos, elevando o valor da relagdo de custo-beneficio na produgdo em larga escala (YIN

KHOR, et al., 2017).

Figura 3 — Representacao ilustrada de uma molécula de anticorpo da classe IgG e o seu scFv

correspondente. Azul: CHI, CH2 e CH3. Verde: CL. Laranja: VH. Vermelho: VL.

VH
Fv

Fab | VL CH1
CL

CH2
Fc Ve
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Fonte: Adaptado de Creative Biolabs, 2023.

1.2.2 Anticorpo hLL2/Epratuzumab

Epratuzumab ou hLL2 ¢ o nome dado para um anticorpo IgG humanizado derivado
do anticorpo murino LL2, que apresenta como ligante a proteina CD22, uma molécula
transmembrana de expressdo majoritaria em células B. Epratuzumab ¢ utilizado em testes
clinicos de pacientes com linfoma ndao-Hodgkin, LLA-B, lipus eritematoso sistémico e
sindrome de Sjogren. A versdo humanizada de LL2 foi desenvolvida com objetivos de
minimizar as chances de imunogenicidade, incrementar as suas funcdes efetoras e prolongar a
sua meia-vida, tanto nos objetivos de diagnostico, como de imunoterapia (LEUNG et al., 1995).

Sabe-se que Epratuzumab ¢ mundialmente patenteado por uma empresa da area farmacéutica e
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esta sendo avaliado em dois testes clinicos de fase trés, além de estar em uma designacdo do
FDA para revisdo acelerada, o que facilita a disponibilizagdo do medicamento de forma mais
rapida, caso seja aprovado nos testes clinicos.

Sabe-se que um anticorpo humanizado ¢ uma proteina recombinante feita a partir
de um anticorpo originario de outra espécie, por exemplo, murinos. Isso ¢ feito por meio da
transferéncia das regides CDRs desse anticorpo murino para os dominios VH e VL de um
anticorpo humano com CDRs ausentes. A regido dos dominios VH e VL de um anticorpo sem
considerar as CDRs sdo chamadas de regides “framework”. Dessa forma, o Epratuzumab foi
construido utilizando as CDRs de LL2 e, tanto as regides constantes quanto a regido framework

foram derivadas da subclasse de imunoglobulinas humana IgG1(LEUNG et al., 1995).

1.3 Receptor CD22 de células B

CD22 ¢ uma proteina transmembrana da superfamilia das imunoglobulinas ¢ da
familia das "Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin" (Siglecs). E uma proteina
marcadora de células B. Os ligantes dessa proteina sao moléculas de carboidratos com acido
sidlico, que sdo abundantes em glicosilagdes de glicoproteinas de membrana celular
(JELLUSOVA e NITSCHKE, 2012). CD22 atua como correceptor inibitorio para sinalizagao
de receptor de célula B (BCR), e tem fungdo importante no estabelecimento de um nivel basal
de inibi¢do de célula B, garantindo a homeostase da imunidade humoral (ERENO-ORBEA et
al., 2017).

Sua regido extracelular é composta de 7 dominios Ig e 12 sitios de N-glicosilagao,
que ¢ um tipo de glicosilagdo em proteinas na cadeia lateral de residuos de asparagina. A regido
intracelular de CD22 contém trés motivos de inibi¢ao baseados em imunorreceptores de tirosina
(ITIM). Quando CD22 se liga ao acido sidlico, as tirosinas dos motivos /7IM sdo fosforiladas,
de forma a proporcionar o recrutamento e ativagdo de enzimas que inibem as respostas de

células B (ERENO-ORBE et al., 2021).
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Figura 4 — Representacdo ilustrada de CD22 em interagdo com Epratuzumab, evidenciando as

N-glicosilagdes em azul.

Epratuzumab

Fonte:Adaptado de ERENO-ORBEA et al., 2021.

Por ser uma proteina marcadora de células B, CD22 ¢ visto como um alvo
importante no tratamento de doengas que afetam esse tipo celular, como a LLA-B. Diversas
abordagens terapéuticas para esse tipo de doencga tem como meta atingir a inibi¢ao de células
B por meio de CD22, seja por meio da indugdo de tolerancia ou anergia, ou até por meio da
deplecao das células B, utilizando CD22 como alvo (POE e TEDDER, 2012).

Entdo, a utilizagcdo de anticorpos que tem como ligante a molécula de CD22, como
o Epratuzumab, tem potencial funcdo terapéutica, podendo servir para induzir a fosforilagao
dos motivos ITIM de CD22 e, por conseguinte, inibir a resposta imunologica humoral por
células B e , também, para servir como molécula que ird “selecionar” células B, para posterior
deplecdo desse tipo celular, garantindo um tratamento mais direcionado e eficaz contra doengas
envolvendo esse tipo celular. Uma vantagem do uso do Epratuzumab vem do fato dessa
molécula ndo competir pelo sitio de ligagdo com o &cido sidlico, o ligante natural de CD22. Isso
ocorre, pois, o epitopo de Epratuzumab esta compreendido nos dominios D2 e D3 da regido
extracelular (Figura 4), enquanto a regido de ligacdo a acido sialico esta presente no dominio
D1 (ERENO-ORBEA et al., 2017). Porém, sabe-se que a interface de interagdo de Epratuzumab
com CD22 também inclui uma N-glicosilagdo de CD22 no dominio D2 (Figura 4) e que a
composi¢do e tamanho dessa N-glicosilagdo impacta no acesso do Epratuzumab a seu epitopo

e, com isso, influenciando na interacdo entre essas moléculas (ERENO-ORBEA et al., 2017).
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A partir disso, ¢ importante compreender, a nivel molecular, como as N-glicosilagdes de CD22

podem impactar na formagao dessa interface de interacao.

1.4 Linfécitos T e Transferéncia Adotiva de Células

Os linfocitos B tém como fungdo produzir anticorpos e desenvolver a imunidade
humoral, enquanto as células T atuam como células efetoras e reguladoras da imunidade celular.
A protegdo contra agentes infecciosos e tumores depende da ativacao das células T, um processo
que envolve diversas etapas. Inicialmente, ¢ necessario que haja o contato entre as células
apresentadoras de antigenos (4PCs) e os linfocitos T, por meio da interagdo dos receptores de
linfocito T (TCR) e moléculas acessorias ou coestimuladoras, presentes na membrana das
células T, com seus ligantes nas APCs (SOARES et al., 2020). Esse processo desencadeia sinais
intracelulares que sdo capazes de engatilhar a produ¢do de mediadores proteicos que tém papel
importante nas respostas imunoldgicas.

A partir de avangos cientificos e por meio do aprimoramento de técnicas de biologia
molecular, houve um aumento significativo no conhecimento acerca da caracteriza¢dao
molecular de tumores. Uma das areas do tratamento de canceres que se beneficiou desse fato
foi a da imunoterapia. Por exemplo, a descoberta da existéncia de células T reativas a moléculas
tumorais possibilitou que novas metodologias de imunoterapia surgissem, por exemplo, a
utilizacdo de linfocitos infiltrantes tumorais para realizar lise celular de tumores (ABDO, 2019).

A imunoterapia por transferéncia adotiva de células (ACT) ¢ uma potente
metodologia para tratamento do cancer. Essa metodologia compreende a utilizacdo dos
linfécitos do proprio sistema imunologico do paciente para eliminar o tumor. Iniciou-se com a
expansao in vitro e a posterior infusdo de linfocitos T infiltradores de tumor (77Ls), isolados do
tumor do proprio paciente (CHICAYBAM e BONAMINO, 2014). Atualmente, a ACT ja
apresenta diversos avancos, como o uso de engenharia genética nos linfocitos retirados do

paciente, para aumentar a capacidade antitumoral.

1.4 Receptor de Antigeno Quimérico

Receptores de Antigenos Quiméricos (CARs) sao moléculas recombinantes que
carregam um dominio de reconhecimento de antigeno derivado de anticorpo e a regido de
sinalizagdo de um 7TCR (CHICAYBAM e BONAMINO, 2014). A utilizacdo de CARs ¢ uma
abordagem da ACT que permite a geragdo de células T com esses receptores artificiais, as
células CAR-T, que t€ém como alvo as células cancerigenas. (ZHANG et al., 2017). Gragas aos

avangos da biologia sintética, imunologia e engenharia genética, hoje € possivel gerar células
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T humanas que apresentam especificidades desejadas e funcionalidades aprimoradas. A recente
entrada da induastria farmacéutica nessa area tem aumentado as perspectivas para a
disponibilidade ampla de células T modificadas (SANTOS et al., 2020).

A terapia celular CAR-T tem se mostrado uma importante ferramenta no combate
a certos tipos de cancer de sangue, como leucemia e linfoma. Essa tecnologia consiste em
reprogramar as células de defesa do proprio paciente para atacar as células cancerigenas. Desde
os primeiros ensaios clinicos da CAR-T em 2010, nos Estados Unidos, mais de 10 mil pacientes
terminais em todo o mundo ja foram submetidos ao procedimento, com resultados positivos,
incluindo a remissao da doenga em muitos casos (Portal do Butantan, 2018). Médicos que atuam
com a terapia por CAR-T ha anos estimam que, nos primeiros anos, a taxa de sucesso para a
remissdo dos tumores ficava entre 30% e 40% dos pacientes; j4, hoje, essa eficacia supera os
80% (Portal do Butantan, 2018). Ou seja, pode-se dizer que 8 em cada 10 pacientes com
leucemia ou linfoma em estagio terminal que se submetem a terapia CAR-T apresentam
remissdo completa dos tumores.

A primeira geracdo de CARs consistia em um scFv construido a partir de sequéncias
do VH e VL de anticorpo monoclonal e o dominio citoplasmatico de sinalizagao de cadeia CD3
(SANTOS et al., 2020). No entanto, esses CARs requerem sinais coestimulatorios adicionais
para melhorar a proliferagdo das células T e evitar a detencdo na fase G-G1 do ciclo celular.
Com base em uma segunda modificacdo genética, os CARs de segunda e terceira geragdo foram
desenvolvidos com a adi¢ao de dominios coestimuladores, como CD28, CD137 (4-1BB), CD27
e CD134 (SANTOS et al., 2020). Também foi construida a quarta geragao de CARs, também
chamados de TRUCKSs que, além de possuirem dominio coestimulatorio, também apresentam
dominio capaz de induzir a expressao de citocina transgénica, como a IL-2 (CHMIELEWSKI

e ABKEN, 2015).
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Figura 5 — Representacao ilustrada das geracdes de CARs e suas composi¢des moleculares.
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Fonte: SILVA e FERNANDES, 2021.

Como foi comentado anteriormente, o scFv ¢ composto pelas regides VH e VL de
um anticorpo, conectadas por um linker peptidico flexivel e o /inker usado mais comum € o
(Gly4-Ser)3, devido a sua alta flexibilidade, mas € possivel incorporar aminoacidos carregados
nesse /inker para aumentar a solubilidade da proteina (CRIVIANU-GATA & THOMPSON,
2016). Entre a regido de reconhecimento do antigeno e a regido transmembrana hid um
espacador que parece ser necessario para a fun¢do ideal de alguns CARs. A presenca do
espacador pode fornecer mais flexibilidade a por¢do de reconhecimento, permitindo que ela se
ligue a epitopos proximos a membrana plasmatica. O hinge-CH2-CH3, derivado da IgG, ¢ a
regido espacadora mais utilizada (GUEDAN et al., 2018). O dominio transmembrana ¢
composto por uma alfa-hélice hidrofobica e € responséavel por ancorar o CAR na membrana da
célula T modificada. Apesar de sua func¢do principal ser a ancoragem, algumas evidéncias
sugerem que esse dominio pode ser relevante para a fun¢do do CAR-T (SILVA &
FERNANDES, 2021). O endodominio de sinalizacao ¢ responsavel pela ativacao das células
CAR-T e é composto por dominios de ativacao das células T geralmente derivados da molécula
CD3 zeta, que contém sequéncias de aminoécidos especificas chamadas de /T4 Ms, importantes
na sinalizagdo celular (GOUVEIA, 2019). Dependendo da geracao do CAR, o endodominio de

sinalizagdo também pode conter dominios de coestimulacao.
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Atualmente, j& existem 6 medicamentos baseados em CAR aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA), 6rgao de fiscalizacdo de saude dos Estados Unidos, porém,
nenhum desses medicamentos apresenta CD22 como alvo. Entdo, pesquisas baseadas em CARs
que tém como alvo a molécula de CD22 tém sido realizadas, principalmente, para geracao de
novas possibilidades de tratamento para pacientes oncoldgicos, principalmente, os que nao
obtiveram remissao total do cancer com o tratamento por CAR-T disponivel. Dessa forma, ¢
possivel visualizar como a utilizagdo de um CAR com scFv nativo de Epratuzumab pode ser

utilizado na criagdo de uma novo produto CAR-T.

1.5 Simulacio de Dinamica Molecular (DM)

Reconhecimento molecular e propriedades mecanicas das proteinas sdo os
principais fatores que controlam os processos celulares que podem causar doencgas e, por
consequéncia, podem ser utilizados como alvo no design de farmacos (ISRALEWITZ, 2001).
Dessa forma, a obtencdo de novos dados a respeito do reconhecimento e interacdo molecular
entre um anticorpo e um alvo, por exemplo, pode gerar informagdes valiosas na proposi¢ao de
modificacdes que otimizem a eficacia desse anticorpo. Logo, entender o comportamento das
moléculas, a nivel atomistico, ¢ um passo que pode ser essencial no desenvolvimento de novos
farmacos.

As simulacdes de Dinamica Molecular (DM) sdo um termo usado para descrever a
solugdo de equacgdes de movimento cléssicas, ou seja, equagdes de movimento de Newton, para
um conjunto de particulas (ALLEN e TILDESLEY, 1989). Essa técnica foi criada oficialmente
entre 1957 a 1959, pelos pesquisadores Alder e Wainwright, que tinham como intencao criar
um método que servisse para calcular o comportamento de diversas particulas a partir das
equacoes classicas (ALDER e WAINWRIGHT, 1959). Atualmente, as aplicagdes mais comuns
das simulagdes de DM sdo para predizer propriedades dos materiais envolvidos nessas
simulagcdoes (FRENKEL e SMIT, 2001). Por exemplo, ¢ possivel fazer um estudo de como o
epitopo de uma molécula pode influenciar na interface de interagao com outra molécula (LIMA,
2022).

A técnica de simulacdo de DM funciona da seguinte maneira: para comecar a
simulagdo, deve-se atribuir posi¢des e velocidades a todas as particulas do sistema construido.
As posicdes das particulas devem ser compativeis com a estrutura que se deseja simular
(FRENKEL e SMIT, 2001). Apos isso, existe o calculo de cada for¢a agindo em cada particula,
por meio da fun¢do do campo de for¢ga. O campo de forga ¢ um conjunto de equagdes

matematicas que descrevem a energia potencial de um sistema por meio das interagdes entre
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particulas ligadas, mediante ligagdes covalentes, angulos de ligacdo, diedros proprios e
improprios, e entre particulas nao-ligadas, com interacdes de van der Waals e eletrostaticas
(BERENDSEN et al., 1995) (Figura 6). O potencial de interagdo entre particulas nao-ligadas
(Vnao-ligados) € feito pela soma do potencial de Lennard-Jones (VLJ), que € usado para modelar
as interagdes de van der Waals (vdW) e o potencial de Coulomb, usado para modelar as
interagdes eletrostaticas (Veler) (Equagao 1). VLJ representa as interagdes de curto alcance e o

potencial de Coulomb representa as interagdes de longo alcance.

Figura 6 — Representacdo de como o campo de forga € construido para as interagdes de ligacao
covalente, angulo, diedros, diedros improprios, vdW e eletrostaticas. r ¢ o comprimento de
ligacdo; 0 ¢ o angulo entre atomos; ¢ ¢ o angulo diedral; ® ¢ o angulo diedral improprio; rij € a
distancia entre 4&tomos 1 e j; kr,ko, k@, e ko sdo constantes de forga; req, Oeq €eq 30 posicdes de
equilibrio; &ij € relacionado ao calculo do potencial de Lennard-Jones; rm € a distancia a qual o

potencial atinge seu minimo; qi e qj sdo as cargas dos seus respectivos atomos; e €0 € a constante

dielétrica.
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Fonte: Adaptado de CHANG et a!/ ., 2016.
Vndo ~ligados = VL Jt Velet (1)

A partir do potencial total do sistema calculado com utilizagcdo do campo de forga,

¢ possivel obter a forga que atua sobre cada particula mediante o célculo da derivada do
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potencial com relagio a posigdo de cada d&tomo. A partir da forca calculada em cada atomo (F;)
e da sua massa (m;), é possivel calcular sua aceleragdo vetorial (@) por meio da equagdo de
movimento Newtoniana (Equacgdo 2). E, por meio da aceleragdo obtida, ¢ possivel obter tanto
a posicao anterior (t — dt) da particula quanto a nova posi¢do da particula (t + dt), dado um

intervalo de tempo.

—_— > 2-)_
Fi= ma m; d Tl/dtz 2

Assim, € possivel calcular novas posi¢des para cada particula de forma continua, de
maneira que € possivel criar uma trajetoria de posi¢cdes de cada particula do sistema. A partir
dessa trajetoria, que contém informagdes a respeito das novas posi¢des, ¢ possivel realizar
analises dos determinantes estruturais e energéticos de interesse.

Para iniciar uma simulagdo de DM, é necessaria a execu¢do, em ordem, das
seguintes etapas:

1 — Construcao do sistema. No sistema, serdo inseridas as moléculas de interesse
da pesquisa, tais como moléculas de agua, proteina e ions. Para que essas moléculas sejam
inseridas no sistema, cria-se uma “caixa” onde o sistema sera simulado. Durante a simulagao
de DM, aplicam-se as condi¢des periddicas de contorno, onde a caixa de simulagdo, no lugar
de estar existindo ao redor de um vacuo, ¢ rodeada por varias coOpias de si mesma
(BERENDSEN et al., 1995; VAN DER SPOEL ef al., 2005). E necesséria a escolha do campo
de for¢a com os parametros compativeis com o sistema a ser simulado. Por exemplo, caso exista
um carboidrato na proteina de interesse, € essencial que ele seja descrito no campo de forga.

2 — Minimizagio dos maus contatos do sistema. E necessério que o sistema passe
por etapas de minimizagdo de energia, onde se deseja que o sistema atinja um minimo global
de energia, entretanto, os algoritmos de minimizac¢ao de energia apenas permitem que o sistema
atinja o minimo local de energia potencial mais proximo, de forma a minimizar conflitos
estereoquimicos.

3 — Termalizacdo. A termalizagdo serve para que a estrutura do sistema seja
ajustada para um estado termodinamico de interesse. Normalmente, essa etapa ¢ feita por meio
de ensemble canonico, onde o nimero de particulas, o volume e a temperatura sao controlados
(NVT) e por meio de ensemble isotérmico-isobdrico, onde o nimero de particulas, a pressdo e
a temperatura sdo controlados (NPT) (ALLEN e TILDESLEY, 1989).

4 — Producao de trajetoria. Com o fim da etapa de termalizacdo, parte-se para a
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etapa de producao de trajetoria, que, € feita em ensemble isotérmico-isobarico, e, apos, pode-se

aplicar as analises estruturais e energéticas na trajetoria obtida.

2 JUSTIFICATIVA

Existe a necessidade do desenvolvimento e adaptagdo de novos tipos de terapias
contra o cancer, em prol de disponibilizar ao paciente um tratamento mais direcionado e eficaz.
A imunoterapia apresenta o potencial para ser o tratamento mais especifico que pode ser
concebido contra tumores, devido a possibilidade de ativar respostas imunes especificas para
alvos tumorais, minimizando os efeitos negativos em células saudaveis (ABBAS, LICHTMAN
e PILLAI 2015).

Recentemente, o Brasil entrou para o mapa de paises que produzem essa terapia em
grande escala, com a inauguragdo do Programa de Terapia Celular do Instituto Butantan,
Universidade de Sao Paulo e Hemocentro de Ribeirdo Preto (Portal do Butantan, 2018). Entre
os especialistas envolvidos na produgdo de pesquisa sobre CAR-T para terapia celular, no Brasil,
¢ importante destacar o pesquisador Martin Bonamino do INCA-Fiocruz, colaborador de
projetos do GEPeSS. Além disso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no
ano de 2023, selecionou dois projetos com os objetivos de aprovacdo de testes clinicos e
producdo nacional dos produtos da terapia. O Brasil tem sido destaque na América Latina,
devido a estrutura cientifica e regulatoria de qualidade para a realizacdo de estratégias que t€ém
como objetivo realizar a pesquisa e desenvolvimento de produtos terapéuticos de alta tecnologia
(Ministério da Satde, 2023).

Ja no contexto internacional, existem seis terapias CAR-T aprovadas pelo FDA para
utilizacdo nos Estados Unidos. Entre essas seis terapias, quatro tem como doencas a serem
tratadas linfomas de células B, como a LLA-B e Linfoma Difuso de Grandes Células B
(LDGCB). Todas essas terapias por CAR-T que tratam linfomas de células B apresentam o
mesmo alvo molecular: a molécula CD19, um marcador de células B (National Cancer Institute,
2022). Apesar da estratégia terapéutica por CAR-T anti-CD19 induzir a altas taxas de resposta
antitumorais e a longas remissdes, aproximadamente de 30% a 60% dos pacientes apresentam
recidiva do cancer, e entre esses pacientes, cerca de 10% a 20% apresentam recidiva com perda
de expressao de CD19 pelas células tumorais (XU et al., 2019). Isso € um mecanismo de evasao
do tumor, que permite com que as células tumorais ndo sejam reconhecidas pelo CAR anti-
CD19 e, com isso, ndo sejam eliminadas.

Por isso, faz-se necessario que novos alvos moleculares de células B sejam

explorados, visando a garantir uma alternativa viavel de tratamento com CAR-T a pacientes
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com perda de expressdo de CD19. Como a molécula de CD22 também ¢ uma marcadora de
células B, sua utilizagdo como alvo na terapia por CAR-T ¢ vista como uma estratégia
promissora no desenvolvimento de novas alternativas de alvo molecular. J& existem testes
clinicos que utilizam a terapia por CAR-T anti-CD22 (National Cancer Institute, 2023) visando
viabilizar o tratamento de pacientes com tumores de células B, como a LLA-B, refratarios.
Dessa forma, € possivel visualizar como o Epratuzumab, um anticorpo utilizado em testes
clinicos no tratamento, principalmente, de LLA-B e lupus eritematoso sistémico e também se
encontra em processo de revisao acelerada pelo FDA, pode servir para a construgdo de um novo
CAR anti-CD22.

Um fator crucial no desenvolvimento de novos CARs ¢ saber como ocorre a
interagdo com o alvo molecular, a nivel atomistico. Um dos meios de se fazer esse estudo € por
meio de simulagdes de DM, que permitem a investigacdo de estruturas de proteinas a nivel
atomistico, de forma a possibilitar a analise dos determinantes estruturais e termodinamicos,
que sdo fatores relacionados a estrutura tridimensional e a propriedades energéticas
respectivamente, os quais influenciam o comportamento de um sistema molecular.

A partir do que foi dito, € possivel visualizar como as simula¢des de DM podem ser
utilizadas no estudo dos parametros estruturais ¢ termodinamicos da interagdo entre o scFv
nativo do anticorpo Epratuzumab e a proteina de membrana CD22, de forma que contribua com
a obtencao de novos dados pertinentes a respeito da interacao entre essas proteinas. A presenca
de glicosilagdes em CD22 pode ser um fator determinante na interacdo desse alvo com
diferentes anticorpos. Logo, entender o papel dessas glicosilagdes na interagdo scFv-CD22 pode
fornecer informagdes importantes na proposi¢do de novas mutacdes nesse scFv, de forma a

melhorar a afinidade dessa molécula com o CD22.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Estudar os determinantes estruturais e termodindmicos resultantes da interagao
entre o scFv nativo de Epratuzumab (scFv-Epratuzumab) e o CD22, do dominio extracelular

D1 até D3, considerando duas formas estruturais diferenciadas pela presenga de N-glicosilagdes.

3.2 Objetivos especificos
1) Modelar o scFv-Epratuzumab com base na estrutura cristalografica do Fab de
Epratuzumab, disponivel no sitio virtual do Protein Data Bank (PDB) pelo codigo SVL3;

2) Submeter o sistema scFv-Epratuzumab a simulacdo de DM e realizar as anélises
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estruturais a partir da trajetoria obtida.

3) Fazer a modelagem dos loops faltantes da estrutura cristalografica de CD22
(PDB 5VL3), que abrange os dominios extracelulares D1, D2 e D3. Depois, fazer a inser¢ao
das N-glicosilagdes para construir os sistemas de CD22 apresentando apenas uma glicosilagao
N-ligada, que é essencial para o dobramento correto de CD22 (ERENO-ORBEA et al., 2017)
(CD22-1g), e de CD22 com glicosilagdo em todos os pontos de glicosilagdo N-ligada (CD22-
6g).

4) Submeter os sistemas CD22-1g e CD22-6g a simulagdao de DM e realizar as
analises estruturais a partir das trajetérias obtidas.

5) Submeter os sistemas de CD22-1g em interagdo com scFv-Epratuzumab (scFv-
Epratuzumab/CD22-1g) e de CD22-6g em interacdo com scFv-Epratuzumab (scFv-
Epratuzumab/CD22-6g) e realizar as analises estruturais e energéticas a partir das trajetorias
obtidas.

6) Comparar os resultados obtidos com as analises de scFv-Epratuzumab/CD22-1g
e scFv-Epratuzumab/CD22-6g, para elucidar como as N-glicosilagdes de CD22 influenciam na

interacao com scFv-Epratuzumab.

4 METODOLOGIA
4.1 Modelagem molecular de scFv-Epratuzumab, CD22-1g e CD22-6g

Os sistemas scFv-Epratuzumab, CD22-1g e CD22-6g foram modelados utilizando
o software de modelagem comparativa MODELLER (SALI & BLUNDELL, 1993) na versao
9.20. Para a modelagem do /inker (G4S)3do scFv-Epratuzumab, entre os dominios VH e VL, foi
utilizada a estrutura cristalografica do Fab de Epratuzumab disponivel no PDB pelo codigo
5VL3 (ERENO-ORBEA et al., 2017) como estrutura tridimensional (3D) de referéncia. Em
relagdo a modelagem dos sistemas CD22-1g e CD22-6g, também foi utilizado o software de
modelagem comparativa MODELLER na versao 9.20. Foi utilizada a estrutura cristalografica
dos dominios D1, D2 e D3 disponivel, também, no PDB pelo cddigo SVL3. Entretanto, na
estrutura cristalografica desses dominios, havia residuos faltantes em regides de /oops, pois nao
foram definidos na densidade eletronica, e quatro mutagdes pontuais em residuos que sdo
pontos de N-glicosilagdo. Entdo, os residuos faltantes desses loops foram modelados usando o
protocolo de modelagem de residuos faltantes do MODELLER, de forma a realizar, também, a
troca dos residuos dos pontos de N-glicosilacdo que haviam sido mutados para o residuo
original. Esse protocolo utiliza apenas a estrutura 3D com os residuos faltantes como referéncia

para a modelagem completa.
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Depois disso, foi feita a inser¢ao das N-glicosilagdes para constru¢do dos modelos
CD22-1g e CD22-6g, por meio do servidor virtual CHARMM-GUI (JO et al., 2008), um
servidor utilizado para preparar estruturas de moléculas para simulacdes de DM. Todas as
glicosilagbes em CD22-6g e a glicosilagio em CD22-1g foram as mesmas
(GIeNAc2FucMan3GIecNAc2Gal2Sia2) (Figura 7), por ser uma glicoforma comum que pode
ser produzida em células humanas (ERENO-ORBEA et al., 2017).

Figura 7 — Esquema da arvore de glicosilagao adicionada aos residuos com N-glicosilagao dos
dominios D1,D2 e D3 de CD22. Vermelho: L-fucose, Azul : N-acetil-D-glucosamina, Verde:
D-manose. Amarelo: D-galactose. Roxo: Acido N-acetil-D-neuraminico. A: ligagdo do tipo alfa

(o) glicosidica. B: ligagdo do tipo beta (p) glicosidica.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4.2 Simulac¢ao de DM de scFv-Epratuzumab, CD22-1g e CD22-6g
4.2.1 Construcgdo dos sistemas

Para realizar as simulagdes de DM, foi usado o sofiware GROMACS na versao
2018.3 (VAN DER SPOEL et al., 2005), por ser um pacote de programas que, além de realizar
a simulacdo de DM, contém as ferramentas que permitem preparar os sistemas para as
simulagdes e permitem a realizagao de analises energéticas e estruturais dos sistemas simulados.
Para a verificacdo do estado de protonacao dos residuos dos sistemas no pH 7.4, (pH fisiologico)
foi utilizado o servidor virtual H++ (GORDON et al., 2005).

Para preparar os sistemas para as etapas de minimizag¢ao, termaliza¢do e producao
de trajetoria, € necessaria a criagao das caixas de simulagdo para cada um dos sistemas. Para o
scFv-Epratuzumab, o tipo de caixa de simulag¢do escolhido foi o do tipo ctbico. J& para os
sistemas CD22-1g e CD22-6g o tipo de caixa de simulaga@o escolhido foi o do tipo dodecaédrico.
O tamanho das arestas da caixa de simulagdo cubica de scFv-Epratuzumab foi de 9.0 nm,
solvatada com 22631 moléculas de agua. Ja para a caixa de simulacao dodecaédrica de CD22-
g, o tamanho das arestas foram de 16.070 nm, solvatada com 94033 moléculas de 4gua, e, para

a caixa de simulacdo dodecaédrica de CD22-6g, o tamanho das arestas foram de 16.071 nm,
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solvatada com 93525 moléculas de dgua. Todas as moléculas de 4gua foram de modelo TIP3P
(JORGENSEN et al., 1983). Com isso, foi feita inser¢do de scFv-Epratuzumab, CD22-1g e
CD22-6g no centro de suas respectivas caixas de simulagao solvatadas.

Foi feita a inser¢ao de ions Na+ e Cl- na concentracao de 0.15 M no sistema scFv-
Epratuzumab e 0.10 M nos sistemas CD22-6g ¢ CD22-1g. No sistema do scFv-Epratuzumab
foram adicionados 66 Na+ e 69 Cl-, no CD22-6g foram adicionados 190 Na+ e 177 CI-, no
CD22-1g foram adicionados 180 Na+ e 177 Cl-.

4.2.2 Minimizacdo

Foi feita a etapa de minimizacdo de energia do sistema, utilizando o pacote
GROMACS versao 2018.3 (VAN DER SPOEL et al., 2005) e o algoritmo escolhido para
realizar a minimizagdo foi o steepest descent (MORSE; FESHBACH, 1953). Essa etapa ¢
realizada visando diminuir a quantidade de impedimento estereoquimicos no sistema,
otimizando suas geometrias e, com isso, diminuindo a energia potencial total do sistema. Apos
o fim da etapa de minimizagao, partiu-se para a termalizacao dos sistemas.

4.2.3 Termalizacdo

Na termalizagdo, o objetivo ¢ atingir um estado termodinadmico de interesse para os
sistemas. Isso ¢ feito por meio de simulagdes em ensembles de nimero de particulas constante,
volume constante e temperatura controlados (NVT ou ensemble canonico) (BERENDSEN et
al., 1984; BERENDSEN et al., 1995) e em ensembles de nimero de particulas constante,

pressdo e temperatura controlados (NPT ou ensemble isotérmico-isobarico) (BERENDSEN et
al., 1984; HUANG, 1987; BERENDSEN et al., 1995) na temperatura de 310 K.

4.2.4 Producao de trajetoria

Para a etapa de producdo de trajetoria, foi utilizado ensemble isotérmico-isobarico
a 310 K. Para as etapas de termalizagdo e producao de trajetdria, foi utilizado o campo de forca
CHARMM-36m (HUANG et al., 2017) e, também, foram utilizados os seguintes parametros:
para realizar as corregdes para interacOes eletrostaticas: Particle Mesh Ewald (PME)
(DARDEN et al., 1993); para realizar o controle de temperatura: V-rescale (BUSSI et al., 2007);
para o controle de pressdo: Berendsen (BERENDSEN et al., 1984); para a integracao das
equagdes de movimento: md/leap-frog (HOCKNEY; GOEL, 1974); e para corrigir os
comprimentos de ligacdo que envolvem os dtomos de hidrogénio: algoritmo LINCS (HESS et
al., 1997).
4.3 Analise das trajetorias

Depois da etapa de producdo de trajetéria, foram feitas analises estruturais e

energéticas das trajetorias dos sistemas por meio do pacote GROMACS. Foi realizada andlise
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de desvio quadratico médio (RMSD), Raio de giro (Rg), cluster e potencial de interacao
intermolecular (PII).

A andlise de RSMD tem como objetivo avaliar as movimentacdes estruturais das
moléculas de proteina dos sistemas ao longo do tempo de trajetoria, por meio da resolugao de
uma equacao que compara as posi¢cdes de um atomo em relagdo a uma posicao de referéncia
que pode ser, por exemplo, a posi¢ao inicial desse d&tomo na trajetoria, e, com isso calcular o
desvio entre as posicdes desses atomos.

A analise de raio de giro permite verificar mudangas na conformagao da molécula
em relagdo a sua compacidade, por meio de um célculo que analisa o centro de massa da
proteina ao longo da trajetoria.

A andlise de cluster permite observar quais estruturas da trajetoria foram mais
visitadas. Baseia-se no agrupamento de estruturas de acordo com uma distancia escolhida entre
elas, chamada de raio de corte. O RMSD médio, por exemplo, pode servir como raio de corte
para o agrupamento de estruturas no mesmo cluster (LIMA, 2022). Nessa andlise, as estruturas
que estao dentro do limite do raio de corte em relacdo a uma estrutura de referéncia sao
agrupadas dentro de um mesmo cl/uster. Dessa forma, o c/uster com o maior numero de vizinhos
e os seus vizinhos estdo presentes dentro do cluster mais representativo.

A analise de PII calcula os potenciais de interagdo de curto alcance (Lennard-Jones)
e longo alcance (Coulomb) durante a trajetoria, também por meio do estabelecimento de um
raio de corte. Essa andlise permite verificar se estruturas do sistema apresentam uma interagao,
no geral, repulsiva ou atrativa.

Para visualizagdo da trajetoria foram utilizados os programas PyMOL
(SCHRODINGER & DELANO, 2020) e VMD (HUMPHREY & DALKE & SCHULTEN,
1996). Para visualizagdo dos graficos e dados gerados nas analises, foi utilizado o software
OriginPro 8 (Origin 8. OriginLab Corp).

4.4 Construcao, simulacio e analises dos complexos

Foram construidos os sistemas em complexo de scFv /CD22-6g e scFv/CD22-1g,
mediante a sobreposicao de estruturas pertencentes ao cluster mais representativo de cada um
dos sistemas com as estruturas cristalograficas do Fab de Epratuzumab em interagdo com CD22,
do dominio D1 até¢ D3 (PDB 5VL3). Depois dos complexos terem sido construidos, foram feitas
as etapas de minimizacao, termalizacdo, producdo de trajetéria com os mesmos parametros
utilizados nos sistemas individuais, além de também terem sido realizadas as analises

estruturais e energéticas dos complexos, como andlise de RMSD e de PII.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Simula¢iao de DM do scFv-Epratuzumab

Para avaliar as variagdes estruturais dos dominios de scFv-Epratuzumab, foram
realizadas andlises do perfil de RMSD gerado (Figura 8). Foi definido o tempo de equilibrio
(teq), isto €, o momento em que os dominios alcangaram o equilibrio estrutural, de forma que,
a partir desse momento, as curvas tornam-se mais estaveis, como 150 ns de simulagdo. Os
valores de RMSD médios dos dominios VH e VL de scFv-Epratuzumab, a partir do teq, estdo
descritos na Tabela 1. O linker foi desconsiderado no calculo do RMSD, devido a alta
flexibilidade em meio aquoso dos seus residuos de glicina e serina, o que contribui para que
ele se movimente bastante durante a simulagao. Isso gera diversas mudangas conformacionais,
0 que iria aumentar bastante os valores de RMSD. E possivel observar que, rapidamente, os
dominios VH e VL alcangam o equilibrio estrutural e permanecem em equilibrio,
caracterizando o scFv-Epratuzumab como uma proteina estdvel no sistema utilizado para

simulacao de DM.

Figura 8 — Curva de RMSD dos Ca dos componentes de VH e VL em agua ao
longo dos 500 ns da simulacdo. Vermelho: VH. Verde: VL. Preto: VH+VL.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)



40

Tabela 1 — RMSD médios calculados para VH+VL, VH e VL a partir do teq.

Estrutura Tempo de equilibrio | RMSD médio (nm)
(ns)

VH+VL 150 0,17 +£0,01

VH 150 0,13 +£0,02

VL 150 0,16 £0,01

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Na figura 9A, esta representada a imagem da estrutura tridimensional de scFv-
Epratuzumab obtida aos 500 ns de simulagdo de DM. Essa estrutura evidencia os dominios VH,
VL e linker. J& a figura 9B, corresponde a estrutura tridimensional de scFv-Epratuzumab obtida

aos 500 ns de simula¢do evidenciando as CDRs de Epratuzumab.

Figura 9 — Representagdo em cartoon da estrutura tridimensional de scFv-Epratuzumab na
orientacdo VH-Linker-VL. (A) Identificagdo do dominio VH (em verde), do dominio VL (em
azul) e do /inker (em amarelo). (B) Identificacdo das CDRs de Epratuzumab. Vermelho: CDR-
HI; Azul: CDR-H2; Magenta: CDR-H3; Laranja: CDR-L1; Verde: CDR-L2; Ciano: CDR-L3.

(A) (B)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Quadro 1 — Identifica¢do da sequéncia de residuos e suas numeragdes das CDRs do scFv-

Epratuzumab
CDRs de scFv- Sequéncia Numeracao dos
Epratuzumab residuos
CDR-H1 SYWLH 31-35
CDR-H2 YINPRNDYTEYNQNFKD 50-66
CDR-H3 RDITTFY 99-105
CDR-LI KSSQSVLYSANHKNYLA 155-171
CDR-L2 WASTRES 187-193

HQYLSSWTF 226-234
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Além disso, também foi avaliada a movimentagao relativa entre os dominios VH e
VL (Figura 10). A partir do perfil de RMSD, ¢ possivel visualizar que existe uma maior
movimentagdo do dominio VH tendo como referéncia o dominio VL no inicio da simulagdo.
Porém, em, aproximadamente, 200 ns de simulacdo, essa movimentacdo se equilibra

permanecendo estdvel até o fim da simulagao.

Figura 10 — Curva de RMSD relativo dos Ca entre as estruturas tridimensionais dos dominios
VH e VL do scFv-Epratuzumab ao longo dos 500 ns de simulagdo. Verde: Célculo do RMSD de
VH tendo como referéncia o VL. Azul: Célculo do RMSD de VL tendo como referéncia VH.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Foi feita analise de clusters de estruturas utilizando um raio de corte 0.17 nm, que
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foi o valor médio de RMSD de VH+VL apartir do teq (Figura 11). A partir desse grafico, somam-
se quatro clusters, onde o grupo # Cluster 1 ¢ o mais representativo ao longo do tempo de
simulacdo. Por meio dessa andlise, deduz-se que a configuracao final de scFv-Epratuzumab
pode ser escolhida para formar, posteriormente, as interfaces scFv-Epratuzumab/CD22-1g e

scFv-Epratuzumab/CD22-6g.

Figura 11 — Clusters de configuragdes da estrutura VH+VL do scFv-Epratuzumab ao longo dos

500 ns de simulacao, utilizando um raio de corte de 0.17 nm (valor médio de RMSD a partir do

teq).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Também foi realizada a analise de Raio de giro (Rg) do scFv-Epratuzumab (Figura
12). A partir do grafico gerado, conclui-se que, tanto os dominios VH e VL, quanto VH+VL

apresentam compacidade proteica estavel.
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Figura 12 — Curvas do Rg dos dominios VH, VL e VH+VL do scFv-Epratuzumab ao longo dos
500 ns de simulagao. Preto: VH+VL. Vermelho: VH. Verde: VL.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

5.2 Simula¢io de DM do CD22-6g

Para avaliar variacdes estruturais dos dominios de CD22-6g, também foram
realizadas analises do perfil de RMSD gerado (Figura 13). As glicosilagcdes de CD22-6g foram
desconsideradas no célculo de RMSD, devido a grande movimentagdo estrutural dos glicanos.
Analisando de forma singular o RMSD de cada dominio, conforme a Figura 14, observa-se que
os dominios D1, D2 e D3 de CD22-6g rapidamente alcangam o equilibrio estrutural, sem muitas
oscilagdes, a partir de 50 ns. Os valores de RMSD médios para cada dominio, a partir dos 50
ns, foram D1=0,29+0,01 nm; D2=0,14+£0,01 nm; D3 =0,23 +£0,01 nm (Tabela 2). Conforme
o perfil de RMSD da Figura 13, que exibe que CD22 (CD22-6g sem considerar as glicosilagoes),
¢ possivel observar diversas oscilacdes no RMSD, o que pode ser derivado, além da maior
movimentagdo de regides de loops, da interacdo de residuos da proteina com os glicanos da

propria estrutura. O teq de CD22 foi definido como 225 ns de simulagao.
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Figura 13 — Curva de RMSD dos Ca dos componentes do CD22-6g em agua ao longo de 400

ns da simulagdo. Preto: CD22.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Figura 14 — Curva de RMSD dos Co dos componentes do CD22-6g em agua ao longo de 400
ns de simulacao. Vermelho: D1. Preto: D2. Verde: D3.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Tabela 2 — RMSDs médios calculados para D1, D2 e D3 de CD22 a partir do teq.

Estrutura Tempo de equilibrio | RMSD médio (nm)
(ns)

Dl 50 0,29 +0,01

D2 50 0,14+ 0,01

D3 50 0,23 +0,01

CD22 225 0,34 + 0,05

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Na figura 15, estad representada a imagem da estrutura tridimensional de CD22-6g

obtida aos 400 ns de simula¢do de DM, evidenciando os dominios e os pontos de N-glicosilagao.

Figura 15 — Representagdo em cartoon da estrutura tridimensional de CD22-6g. Vermelho: D1.
Amarelo: D2. Laranja: D3. Azul: N-glicosilagdes. Magenta: Ponto de N-glicosila¢do. Verde:

Regido interdominio.

N-glicosilagdes

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Utilizando o valor do RMSD médio de CD22, a partir do teq, como raio de corte
(0,34 nm), foi feita a analise de clusters de estruturas (Figura 16). A partir desse grafico, somam-
se seis grupos de estruturas, onde o grupo # Cluster 1 € o mais representativo ao longo do tempo
de simulacdo e, assim, deduz-se que a configuragdo final de CD22-6g pode ser escolhida para

a posterior formagao da interface scFv-Epratuzumab/CD22-6g.
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Figura 16 — Clusters de configuragdes da estrutura CD22 de CD22-6g ao longo dos 400 ns de

simulag¢do, utilizando um raio de corte de 0.34 nm (valor médio de RMSD a partir do teq).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

5.3 Simulac¢do de DM do CD22-1g

Da mesma forma como foi feito para CD22-6g, foram realizadas analises do perfil
de RMSD gerado para CD22-1g, de forma a desconsiderar a glicosilagdo (Figura 17). Ja,
analisando de forma singular o RMSD de cada dominio, conforme a Figura 18, observa-se que
os dominios D2 e D3 de CD22-1g rapidamente alcancam o equilibrio estrutural, sem muitas
oscilagoes.

Entretanto, o dominio D1, passa por uma alta variag¢do na estrutura tridimensional,
em, aproximadamente, 50 ns. Foram feitas analises de sobreposicdao de estruturas e observou-
se que a regido que apresentava maior variagdo estrutural em 50 ns, em comparagdo a primeira
estrutura da simulagao, corresponde a regido dos residuos 41-55 (PEYNKNTSKFDGTR). Para
confirmar que essa regiao foi a responsavel pelo acréscimo abrupto de RMSD de D1 aos 50 ns,
foi gerado um perfil de RMSD que compara os Ca de D1; os Ca de D1 sem considerar os
residuos de loops modelados; e os Ca de D1 sem considerar os residuos de loops modelados e
os residuos 41 até 55 (Figura 19). A partir da visualizagdo desse perfil de RMSD, conclui-se que,
de fato, a regido PEYNKNTSKFDGTR de CD22-1g provoca o acréscimo elevado de RMSD
aos 50 ns de simulacdo. Um dos motivos que pode ter levado essa regido a apresentar uma
alteracdo abrupta no RMSD ¢ o fato dessa regido, originalmente, ser glicosilada. Entdo, a
glicosilagdo dessa regido pode ser um fator determinante na estabilidade de DI. Em,

aproximadamente, 200 ns, cada dominio de CD22 de CD22-1g (CD22-1g sem considerar as



glicosilagdes) atingiram seu teq (Tabela 3).
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Figura 17 — Curva de RMSD dos Ca dos componentes do CD22-1g em agua ao longo de 400

ns da simulagdo. Preto: CD22.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Figura 18 — Curva de RMSD dos Ca dos componentes do CD22-1g em agua ao longo de 400

ns de simulacdo. D1. Preto: D2. Verde: D3.
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Figura 19 — Curva de RMSD dos Ca dos componentes de D1 de CD22-1g em 4gua ao longo de
400 ns de simulac¢do. Vermelho: D1. Preto: D1 sem considerar os residuos de loops modelados.

Verde: D1 sem considerar os residuos de loops modelados e os residuos 41-55.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 3 — RMSDs médios calculados para D1, D2 e D3 de CD22 a partir do teq.

Estrutura Tempo de equilibrio | RMSD médio (nm)
(ns)

Dl 50 0,35+0,02

D2 50 0,16 £ 0,01

D3 50 0,14 +0,01

CD22 225 0,34 + 0,04

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Na figura 20, estd representada a imagem da estrutura tridimensional de CD22-1g

obtida aos 400 ns de simula¢do de DM, evidenciando os dominios e os pontos de N-glicosilacao.
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Figura 20 — Representacdo em cartoon da estrutura tridimensional de CD22-6g. Vermelho: D1.
Amarelo: D2. Laranja: D3. Azul: N-glicosilagdes. Magenta: Ponto de N-glicosilagdo. Verde:

Regido interdominio.

b N-glicosilagao

D1

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Utilizando o valor do RMSD médio de CD22, a partir do teq, como raio de corte
(0,36 nm), também foi feita a analise de clusters de estruturas (Figura 21). A partir desse grafico,
soma-se seis grupos de estruturas, onde o grupo # Cluster 1 é o mais representativo ao longo
do tempo de simulagdo. Com isso, a configuragdo final de CD22-6g pode ser escolhida para a

posterior formacdo da interface scFv-Epratuzumab/CD22-6g.

Figura 21 — Clusters de configuracdes da estrutura CD22 de CD22-1g ao longo dos 400 ns de

simulagao, utilizando um raio de corte de 0.36 nm (valor médio de RMSD a partir do teq).
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5.1 Simulacdo de DM dos complexos scFv-Epratuzumab/CD22-1g¢ e scFv-
Epratuzumab/CD22-6g

A partir das estruturas presentes dentro dos clusters mais representativos de
simulacdo, foram construidos os complexos scFv-Epratuzumab/CD22-1g e scFv-
Epratuzumab/CD22/6g, por meio da sobreposi¢do com a estrutura cristalografica do Fab de
Epratuzumab em interagdo com os dominios D1, D2 e D3 de CD22 (PDB 5VL3) (Figura 22).
Apos as etapas de minimizacao de energia, termalizacdo e obtencao de 300 ns de trajetdria,
foram feitas analises estruturais e energéticas dos sistemas. Em prol de avaliar como a presenca
das glicosilagdes pode influenciar na interagdo com scFv-Epratuzumab, foram feitas analises

de PII em ambos os sistemas, de forma a comparar os resultados obtidos.

Figura 22 — (A): Sistema construido de scFv-Epratuzumab/CD22-1g. (B): Sistema
construido de scFv-Epratuzumab/CD22-6g. Azul: N-glicosilagdo. Verde: CD22. Laranja: scFv-

Epratuzumab

(A) (B)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Foi feita a comparagdo entre os sistemas da analise de PII entre o VH+VL de
Epratuzumab e os atomos de proteina e de carboidrato de CD22 (Figura 23). Observa-se que a

curva obtida no sistema scFv-Epratuzumab/CD22-6g apresentou valores mais negativos, com



51

uma média de -220 kcal/mol, enquanto o sistema scFv-Epratuzumab/CD22-1g apresentou uma
média de -140 kcal/mol. Utilizando a média de energia do sistema scFv-Epratuzumab/CD22-
lg como referéncia, calcula-se que a diferenga entre os valores médios de energia desses
sistemas corresponde a, aproximadamente, 57%, possibilitando concluir que as N-glicosilagdes
de CD22 apresentam importante fungcdo em garantir uma maior atratividade com o scFv-

Epratuzumab.

Figura 23 — Curva de PII entre os atomos de VH e VL de scFv-Epratuzumab com CD22,
considerando as glicosila¢des. Preto: Sistema de CD22-1g. Vermelho: Sistema de CD22-6g.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Além disso, também foi feita a analise de PII entre os atomos de VH+VL de scFv-
Epratuzumab com cada uma das glicosilagcdes de CD22-6g e com a glicosilacdo de CD22-1g.
A partir dos resultados obtidos para o sistema scFv-Epratuzumab/CD22-1g, é possivel concluir
que, ao longo dos 300 ns de trajetoria, em nenhum momento a glicosilagdo do sistema
apresentou interacao atrativa ou repulsiva com os dtomos de VH=+VL. Isso ocorre, pois essa
glicosilagdo esta distante da regido de interacao entre scFv-Epratuzumab e CD22, de forma a
ndo contribuir de forma significativa com interagdes atrativas com o scFv.

J& em relacgdo ao sistema com CD22-6g, as N-glicosilagdes nos residuos N46, N80
e N9I1, ou seja, as glicosilagdes do dominio D1, também ndo apresentaram valores que

contribuem para a atratividade com o scFv-Epratuzumab. Isso também ocorre devido a uma
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elevada distancia dessas glicosilagdes com a regido de interagdo, que se encontra,
aproximadamente, entre os dominios D2 e D3 de CD22. Com essas informagdes, ¢ possivel
deduzir que as glicosilagdes do dominio D2 exercem interagdo ou atrativa ou repulsiva com
scFv-Epratuzumab. Isso foi confirmado, também, com analises de PII (Figura 24), sendo a N-
glicosilagdo N210, a responsavel pela maior atratividade com VH=+VL (Tabela 4) (Figura 25).
Essa maior atratividade da glicosilacdo de N210 e as regides VH e VL de scFv-Epratuzumab
ocorre devido ao fato dessa N-glicosilagdo fazer parte da interface de interacdo de Epratuzumab

com CD22 (ERENO-ORBEA et al., 2017).

Figura 24 — Curva de PII entre os atomos de VH e VL de scFv-Epratuzumab e as N-glicosilagdes

do dominio D2 de CD22-6g. Vermelho: N-glicosilagdo de N114. Preto: N-glicosilagdo de N143.
Verde: N-glicosilagdo de N210.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 4 — Energias médias de interacdo para VH+VL e a N-glicosilagdo (Nglic) no residuo
N114; N143 e N210 do sistema scFv-Epratuzumab/CD22-6g calculadas por PII.

N-glicosilaciao Valor médio de energia
(kcal/mol)

N-glicosilacdo em N114 -18.43

N-glicosilacdo em N143 -4.20

N-glicosilagdo em N210 -53.50

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Figura 25 — Representacdo em cartoon da estrutura tridimensional do scFv-Epratuzumab em
interagdo com a N-glicosilagdo em N210. Identificacdo do dominio VH (em verde), do dominio

VL (em azul), do linker (em amarelo) e da N-glicosilacdo em N210 (em ciano).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Também foram feitos calculos de PII das CDRs de scFv-Epratuzumab com os
atomos de proteina de CD22 em ambos os sistemas (Figura 26). Pode-se observar que as CDRs
que apresentam maior atratividade com os atomos de proteina de CD22, em ambos o0s sistemas,
sdo0 as CDRH2 e CDRLI, que medeiam contatos, tanto com o dominio D1, quanto com o
dominio D2 (ERENO-ORBEA et al., 2017). Pode-se observar que a presenca das glicosilagdes
pouca afeta a atratividade geral entre as CDRs e os atomos da proteina de CD22. Apesar dos
loops de CDRH3 serem a regido em anticorpos mais diversa e, por consequéncia, apresentam
um papel principal no reconhecimento de alvos por anticorpos (WEITZNER et al., 2015), ndo
foi observada uma atratividade geral dessa CDR do scFv-Epratuzumab em interacdo com CD22,

em ambos 0s sistemas.
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Figura 26 — Curva de PII entre os atomos das CDRs de scFv-Epratuzumab e os dtomos de
proteina de CD22. (A): PII das CDRs de VH de CD22-1g. (B): PII das CDRs de VH de CD22-
6g. Vermelho: CDRHI. Preto: CDRH?2. Verde: CDRH3. (C): PIl das CDRs de VL de CD22-1g.
(D): PIl das CDRs de VL de CD22-6g. Vermelho: CDRLI. Preto: CDRL2. Verde: CDRLS3.
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Tabela 5 — Energias médias das interagdes entre CDRs e atomos de proteina de CD22-1g.

CDR para calculo de | Valor médio de energia
PII (kcal/mol)

CDRHI -10.88

CDRH2 -93.98

CDRH3 -6.03

CDRLI -19.02

CDRL2 -0.88

CDRL3 -8.86

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 6 — Energias médias das interagdes entre CDRs e atomos de proteina de CD22-6g.

CDR para calculo de | Valor médio de energia
PII (kcal/mol)

CDRHI -8.76

CDRH2 -97.76

CDRH3 -6.15

CDRLI -21.09

CDRL2 -3.34

CDRL3 -6.81

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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4 CONCLUSAO

Foi possivel avaliar como as glicosilagdes de CD22 influenciam na interacdo com
scFv-Epratuzumab. Considerando apenas os trés primeiros dominios de CD22, apenas as N-
glicosilagdes do dominio D2 exerceram uma interacao atrativa significativa com os dominios
VH e VL de scFv-Epratuzumab, principalmente, a N-glicosilacdo na posicdo N210, que faz
parte da interface de interacdo (ERENO-ORBEA et al., 2017). Foi possivel observar uma maior
atratividade entre VH e VL com os atomos da proteina de CD22 no sistema com todas as
glicosilagdes, comprovando que a presenga das glicosilagdes nessa proteina pode exercer uma
funcdo essencial em relacdo a atratividade com o scFv-Epratuzumab, apesar de que a presenca
das glicosilagdes pouco afeta a atratividade geral entre as CDRs e os atomos da proteina de
CD22. Foi observado, também, que a CDRH?2 foi a CDR com maior intera¢ao atrativa com os
atomos da proteina de CD22, destacando essa regido como possivel local para realizagdo de

mutagdes que incrementem ainda mais a atratividade com CD22.

4 PERSPECTIVAS

Pretende-se realizar, posteriormente, a analise de PII por residuo, que permite a obtengao
detalhada dos valores de energia de interagdo de cada residuo com um conjunto de 4tomos, de
forma a possibilitar, por exemplo, verificar quais residuos da CDRH?2 sdo os mais importantes
e propor mutagdes para realcar a interag¢do, podendo levar a ganhos de afinidade.

Além disso, espera-se realizar analises de energia livre dos complexos, que permitam

propor mudangas direcionadas no scFv nativo de Epratuzumab, de forma a melhorar parametros,

como afinidade de ligagdo ao CD22.
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