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Resumo

Anticorpos de cadeia pesada unica derivados de camelideos (HCAD) utilizam o dominio varidvel
N-terminal para estabelecer a interagao com o antigeno. Quando isolado, este dominio recebe o
nome de VHH. Apesar de possuirem metade do tamanho da regido de reconhecimento ao antigeno
de anticorpos convencionais, os VHHs apresentam especificidade e afinidade equivalentes por
antigenos. Para se manterem funcionais mesmo com o tamanho reduzidos, os VHHs sofreram
adaptacoes evolutivas e as principais modificacdes se concentram nas regides determinantes
de complementariedade (CDR1-3), constituidas majoritariamente por alcas, cuja funcio € o
reconhecimento ao antigeno. A informacao a respeito da dindmica estrutural dessas regides
frente a estabilidade, flexibilidade e afinidade de VHHSs ainda € elusiva e o entendimento das
bases moleculares envolvidas na interacdo VHH-antigeno podem e contribuir para o desenho
racional de anticorpos sintéticos. Através de simula¢des por dindmica molecular, o presente
estudo identificou e caracterizou o perfil dindmico estrutural das algas CDR1-3 para 40 estruturas
de VHHs. Diferentemente do que era esperado, a amplitude da diversidade conformacional e
a flexibilidade ndo possuem correlagdo com o comprimento de alcas CDR. Dados de RMSF
referentes a alca CDR3 alcangaram uma correlacdo de R? = 0.71 com a energia livre de ligacio
(AG ping experimental, indicando que um aumento na flexibilidade desta al¢a leva os VHHs a
maiores afinidades de ligac@o. Estas informacdes sio inéditas na literatura de VHHs e suplantam
a hipétese de que a rigidificacao ou flexibilizacdo de algas € apenas um dos mecanismos biofisicos
que os VHHs utilizam para aumentar a afinidade. Graficos de Ramachandran apontaram um
perfil bem estruturado para a CDR3, destacando a presenca de uma regido caracteristica de
a-hélices. De fato, alcas muito longas possuem sabidamente uma tendéncia de modular a sua
regido C-terminal. Por fim, a construcdo do indice de acessibilidade ao solvente (IAS) permitiu a
classificacdo do cardter quimico das regides CDR, apontando a identidade dos residuos € a sua

propensdo de conferir especificidade ou assumir func¢des estruturais.

Palavras-chave: HCAb. VHH. Nanocorpos. Dindmica Molecular.



Abstract

Camelid-derived Heavy-chain antibodies (HCADb) use the N-terminal variable domain to establish
interaction with the antigen. When Isolated, this domain is referred as VHH. Despite having half
the size of the antigen recognition region of conventional antibodies, VHHs have equivalent
specificity and affinity for antigens. In order to remain functional even with a small size, the VHHs
have undergone evolutionary adaptations and the main modifications are concentrated in the
complementarity determining region (CDR1-3), constituted mainly by loops, whose function is
the recognition of the antigen. The information regarding the structural dynamics of these regions
in view of the stability, flexibility and affinity of VHHs is still elusive and the understanding of
the molecular bases involved in the VHH-antigen interaction can contribute to the rational design
of synthetic antibodies. Through molecular dynamics simulations, the present study identified
and characterized the structural dynamic profile of the CDR1-3 loops for 40 VHH structures.
Contrary to what was expected, the amplitude of conformational diversity and flexibility are
not correlated with the length of CDR loops. RMSF data regarding the CDR3 loop achieved
a correlation of R? = 0.71 with the experimental bind free energy (A Gp;inq), indicating that an
increase in the flexibility of this loop leads the VHHs to higher binding affinities. This information
is unprecedented in the literature of VHHs and supersedes the hypothesis that the rigidity or
flexibility of loops is only one of the biophysical mechanisms that VHHs use to increase affinity.
Ramachandran plots showed a well-structured profile for CDR3, highlighting the presence of
a characteristic region of a-helices. In fact, very long loops are known to have a tendency to
modulate their C-terminal region. Finally, the construction of the solvent accessibility index
(SAJ) allowed the classification of the chemical character of the CDR regions, pointing out the

identity of the residues and their propensity to confer specificity or assume structural functions.

Keywords: VHH. Nanobody. Flexibility. Molecular Dynamics Simulation.
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Introducao

Os anticorpos, também designados como imunoglobulinas (IGs), sdo proteinas que
desempenham um papel central no sistema imune de humanos e outros animais vertebrados.
Essas moléculas, produzidas via linfécitos B! , dispdem da capacidade de reconhecer e ligar-se
com alta especificidade e afinidade a patégenos ou substincias quimicas (antigenos), tais como
proteinas de virus e bactérias, provocando acdes diversas denominadas respostas imunes que

atuardo no sentido de neutralizar o alvo Figura 1 [1, 2]

Figura 1 — Anticorpos exercendo a fun¢do efetora neutralizante frente a antigenos (Virus, Bacté-
rias, Parasitas, Fungos e Proteinas estranha

Antigeno

Anticorpo

Fonte: Adaptado de ABBAS (2015)[1] e SCHIMD (2019)[3].

Linfécito B € um tipo de leucdécito presente no sistema imune e a sua principal func¢io € a produgdo de anticorpos
para o reconhecimento de antigenos.
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As moléculas de anticorpo possuem uma unidade estrutural basica altamente conservada
em mamiferos, formada por 2 cadeias leves idénticas (25 kDa) e 2 cadeias pesadas também
idénticas (50 kDa) Figura 2 (Figura 2) [6]. A regido responsdvel pelo reconhecimento antigénico
€ composta pelo emparelhamento dos dominios varidveis da cadeia pesada (VH) e da cadeia
leve (VL) [1,2,7,8]. A especificidade ao alvo é mediada por pequenos trechos, constituidos
majoritariamente por alcas, as regides hipervaridveis ou regioes determinantes da complementa-
ridade (CDRs, do inglés Complementarity-Determining Regions). Juntos, os dominios varidveis
(VH-VL) possuem 6 alcas CDR integrando o paratopo de ligacao ao antigeno. Em torno das CDRs,
atuando como um arcabouco de suporte as al¢as, estdo posicionadas as regides de framework

cuja sequéncia e estrutura sao conservadas.

Figura 2 — Representacdo grifica da arquitetura molecular dos anticorpos convencionais e
anticorpos encontrado nas espécies de camelideos (HCADs).

Anticorpo Convencional

. Dominio Varidavel da Cadeia
“wo

' vH Dominio Varidvel da Cadeia
Pesada

r
0 Dominio Conservado da Cadeia

Leve

Anticorpo de Camelideo
Dominio Conservado de Cadeia
Pesada

H - L
| VHH Dominio Variavel de Anticorpos de
- “adeia Pesada Unica
- C

(VHH)

Fonte: Autora.

Essa visdo canoOnica acerca da arquitetura molecular dos anticorpos foi alterada drasti-
camente apods a descoberta de que, além dos anticorpos convencionais, as espécies da familia
Camelidae possuiam um novo tipo de anticorpo, desprovido da cadeia leve e do primeiro dominio
constante da cadeia pesada (CH1) Figura 2 [9,10,3]. Com base em sua estrutura peculiar, esses
anticorpos foram denominados de anticorpos de cadeia pesada tnica (HCAbs, do inglés Heavy
Chain-Only Antibodies). Posto que os HCABs sdao desprovidos de cadeia leve e, portanto, de
um dominio VL, o reconhecimento antigénico se dd unicamente através do dominio varidvel
N-terminal e, quando isolado, este dominio € denominado de VHH (do inglés, Variable Domain
of the Heavy-Chain of Heavy-Chain Antibodies) Figura 2.
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Devido ao tamanho reduzido, os VHHS possuem apenas 3 alcas integrando a sua regido
determinante da complementaridade (CDR1, CDR2 e CDR3) [17]. Entretanto, quando compa-
rados a regido correspondente nos anticorpos convencionais (VH-VL), com aproximadamente
o dobro de seu tamanho, os VHHs mantém afinidade e especificidade equivalentes frente a
antigenos [9,18]. Além das caracteristicas usuais de anticorpos, VHHs possuem propriedades
biofisicas, bioquimicas e farmacoldgicas exclusivas, como estabilidade térmica, resisténcia a
pHs extremos e alta solubilidade [8,12]. Combinado a isso, a sua producdo custa um quinto do
valor de produc¢do dos anticorpos convencionais, uma vez que nao requer o uso de células de
mamiferos [10]. Em face das suas caracteristicas atrativas, os VHHs vém sendo amplamente
aplicados em diversos campos de pesquisa e na industria biotecnoldgica. Alguns exemplos dessas
aplicagdes incluem o direcionamento de VHHs (i) contra o coronavirus da sindrome respiratdria
aguda grave 2 (SARS-CoV-2); (ii) na imagiologia tumoral (iii) contra toxinas de venenos.; (iv)

como terapia antiviral para HIV-1.

A estrutura de VHHs € similar aquela do dominio VH dos anticorpos convencionais. No
entanto, para manter a sua capacidade de liga¢do a antigenos em um formato de dominio tnico,
os VHHs adquiriram ao longo da evolucao importantes modificagdes de sequéncia e estrutura.
Uma das distin¢des destacadas entre VHH e VH ocorre na regido framework-2 (FR2). Esta
regido no dominio VH € altamente conservada e acomoda aminoacidos hidrofobicos que servem
como um ponto de ancoragem para o dominio VL. Em contraste, na regido correspondente
em VHHs a substituicdo dessas espécies hidrofébicas por aminodcidos hidrofilicos ocorre da
seguinte maneira: V37F/Y, G44E/Q, L45R e W47G/F/L (com base na numeracdo de Kabat).
A reconstrugado da superficie do framework-2 (FR2) em VHHs explica tanto a sua falha ao se
associar a um dominio VL quanto a sua alta solubilidade (18). Outras trés caracteristicas distintas
estdo situadas na regido hipervariavel dos VHHs. Primeiramente, a alga CDR1 € ampliada em
direcdo a regiao N-terminal devido a mutagénese no cédon dos residuos 28 e 30, resultando
em hotspots para hipermutacdo somatica. Em segundo, os VHHs apresentam, em média, alcas
CDR3 mais longas. O comprimento médio da CDR3 em VHHs de dromedarios, por exemplo, é
de 18 residuos comparado com 14 e 11 residuos observados em VHs humanos e camundongos,
respectivamente. Por fim, em adi¢do as ligacdes dissulfeto intradominio, a CDR3 dos VHHs
comumente apresenta uma cisteina que estabelece uma ligacdo dissulfeto com uma outra cisteina
funcionalizada na CDR1 ou FR2, a depender da espécie de camelideos. A presenca da ligacao
dissulfeto pode restringir a flexibilidade conformacional da alga CDR3, minimizando a penalidade

entropica ao ligar-se ao antigeno.

As alcas CDR1 e CDR2 adotam um conjunto restrito de conformagdes que desviam
substancialmente das conformagdes canonicas de alcas estabelecidas com base nos anticorpos
convencionais. Embora a sequéncia dentro das al¢as seja hipervaridvel, a variacdo de comprimento
e diversidade conformacional € limitada exceto para a alca CDR3. Dessa maneira, a alga CDR3
fornece a principal contribui¢ao para a diversidade e especificidade de ligacdo e, por conseguinte,

tém uma maior influéncia na energia de ligacao. Essas configuracdes enriquecem o repertorio
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estrutural dos VHHs, assim, para alcancgar alta especificidade e afinidade essas moléculas
empregam uma ampla variedade de representagdes geométricas na regido de contato com
o antigeno, que irdo depender do tamanho e tipo antigeno [3]. Dessa forma, observagdes
particulares sobre o comportamento dos VHHs frente a antigenos especificos ndo deixam claro

quais caracteristicas podem ser validadas de maneira geral.

Embora apresentem intimeras vantagens, VHHs sdo moléculas complexas para se
executar mutagdes pois a variacdo de um Unico residuo pode modificar completamente as suas
caracterfsticas estruturais e funcionais, resultando em uma perda critica de estabilidade, além de
baixo rendimento devido a agregacio. A vista disso, a aplicacdo da engenheira racional no desenho
de novos VHHs detentores de alta afinidade por alvos especificos requer o entendimento das

caracteristicas estruturais das alcas CDR e de que maneira estas impactam a sua funcionalidade.

Trabalhos recentes dedicaram-se ao estudo da estrutura das alcas CDR de VHHs por meio
de andlises baseadas em sequéncia e em poses estdticas (estruturas cristalogréficas) [21,22,23].
Entretanto, proteinas sio sistemas moleculares que estdo constantemente alternando entre diversos
estados conformacionais, o que torna a andlise desse dinamismo em VHHs essencial a elucidagdo
da relacao entre as alcas CDR e as suas funcdes. A simulagdo por dindmica molecular (DM)
¢ uma abordagem computacional amplamente aplicada e bem desenvolvida na obtencao de
informacgdes a nivel atomistico com respeito a variabilidade conformacional de proteinas ao
longo do tempo. O estudo do dinamismo estrutural de VHHs através de simulagdes por DM é
uma drea ainda pouco explorada, mas que detém o potencial de complementar as informagdes

obtidas a partir de dados cristalogréficos.

No presente trabalho, descritores moleculares extraidos a partir de simulagdes por
dindmica molecular foram capazes de caracterizar as bases moleculares das alcas CDR em VHHs.
O delineamento do perfil dindmico-estrutural da CDR permitiu a exploracao da relacdo entre o
comprimento de suas alcas, estabilidade, flexibilidade e afinidade de ligacao. Até onde sabemos,
este € o primeiro trabalho a compilar dados de dindmica molecular para um grande conjunto de
estruturas de VHHs buscando compreender de que maneira o dinamismo das algcas CDR afeta
afinidade de ligacdo de VHHSs.



16

Fundamentacao Tedrica

2.1 Anticorpos

Através do processo de centrifugacdo o sangue pode ser separado em duas componentes:
um fluido e uma fragao celular. O fluido é denominado plasma e a fragdo celular contém as
células vermelhas, leucdcitos e plaquetas. Contido no plasma estdo todas as moléculas pequenas
e macromoléculas soliveis do sangue, incluindo as proteinas necessarias para a formacao dos
codgulos sanguineos. Se o sangue ou o plasma coagularem, a fase fluida resultante € chamada
soro [4]. A primeira evidencia que os anticorpos residem no soro veio do cldssico experimento
de Tiselius e Kabat em 1939, no entanto o conhecimento a respeito estrutura tridimensional
emergiu através estudos de cristalografia destas moléculas reportados no comeco dos anos 70
[5, 4]. Os anticorpos secretados circulam no sangue onde agem como efetores da imunidade

humoral identificando e neutralizando antigenos ou marcando-os para a eliminacgao [5].

Os anticorpos recebem a denominacao de imunoglobulinas (IGs) pois sao proteinas que
conferem imunidade e possuem caracteristicas de globulinas como a mobilidade eletroforetica
lenta [1]. A arquitetura completa da molécula de anticorpo tem um peso molecular de aproxima-
damente 150 kDa [4] e é mostrada na Figura 3. Estruturalmente o anticorpo pode ser dividido em
trés regides de acordo com a sua funcionalidade: Duas regides designadas fragmento de ligacdo
ao antigeno (Fab, do inglés, Fragment Antigen-Binding) e o fragmento cristalino (Fc, do inglés,

Fragment crystalline) [1, 6].
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Figura 3 — . Estrutura da IgG com destaque para a regido VH-VL e as suas 6 alcas CDR.

COH) GOy

Fonte: Adaptado de WOOF (2004) [7] e KINDT (2007) [8]

Cada Fab € idéntico e contém os dominios da cadeia leve VL e CL conectados aos
dominios da cadeia pesada VH e CH1. O Fab retém a porcao necessdria para o reconhecimento
ao antigeno (VH-VL), o fragmento varidvel (Fv). A regido Fc define o perfil da fun¢do efetora
que dita como o anticorpo ird interagir com outro componente dos sistemas imunes adaptativo e
humoral. Entre as regides Fc e Fab existe um porcao flexivel chamada de dobradica. A dobradica
permite que as duas regioes Fab se movam independente uma da outra, permitindo-lhes ligar

simultaneamente a epitopos de um antigeno que estdo separados por distancias varidveis [1, 5].

Dentre as interacdes que mantém as cadeias leves conectadas as cadeias pesadas
estdo: ligacdes dissulfeto, interacdes ndo-covalentes como interacdes de hidrogénio, interagdes
hidrofébicas e interacdes ionicas [4]. O dimero VH-VL possui 6 algas CDR das quais 3 localizam-
se no dominio leve varidvel CDR L1, CDR L2 E CDR L3 e as outras 3 no dominio pesado
varidvel CDR H1, CDR H2 e CDR H3. As regides framework sdo estruturadas em formato de
fitas antiparalelas distribuidas em folhas- e configuram-se, basicamente, como um nicleo que

suporta as CDRs em sua superficie [4, 9].

As fitas dentro de uma folha sao estabilizadas por ligacdes de hidrogénio que conectam
os grupos —NH em uma fita aos grupos carbonila de uma fita adjacente Figura 4. As fitas sdo
caracterizadas por aminodcidos hidrofébicos e hidrofilicos alternados cujas cadeias laterais estdo
dispostas perpendicularmente ao plano da folha; os aminoécidos hidrofébicos sao orientados

para o interior do sanduiche e os aminodcidos hidrofilicos voltados para fora. Esta estrutura
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caracteristica e compacta em que os dominios dos anticorpos enovelam-se € denominada de

“enovelamento da imunoglobulina” [4].

Figura 4 — . Férmula estrutural de uma folha- composta por duas fitas-

Fonte: KINDT (2007) [8]

2.2 VHH

Trés fragdes contendo anticorpos do tipo IgG com pesos moleculares distintos podem ser
isoladas do soro de dromedario através da adsorcao diferencial a colunas de Proteina A e Proteina
G na cromatografia por afinidade: 1gG, IgG2 e 1gG3. A fracdo IgG1 contém os anticorpos
convencionais que compreendem dois dominios de cadeia leve e quatro dominios de cadeia
pesada. As fracoes "IgG2"e "IgG3"diferenciam-se da IgG1 em razdo de serem constituidas
apenas por dominios formados por cadeias pesadas (HCAbs)Figura 5. As cadeias pesadas nesses
anticorpos de cadeia pesada unica sdo aproximadamente 10 a 12 kDa menores em comparagao
as cadeias pesadas de anticorpos convencionais e essa massa molecular reduzida € atribuida a
auséncia da cadeia leve e do primeiro dominio pesado conservado CH1, que funciona como uma

ancora para a cadeia leve em anticorpos convencionais [2, 7].

A porcentagem de HCAbs e IgG1 convencional nos soros de camelideos € varidvel, nos
camelos pode variar entre 50 e 80 % contrastando com as espécies sul-americanas de camelideos
em que essa quantidade varia entre 10 e 25%. Tendo em vista estas proporcdes significativas
fica clara a importancia dos HCAbs no sistema imune dos dos camelideos [2]. As IgG2 e 1gG3
sdo tipos de anticorpos homodiméricos e funcionalmente dividem-se em duas regides: regido de
reconhecimento ao antigeno, VHH, e fragmento cristalino (CH2 e CH3). A diferenca entre estes
anticorpos estd na dobradiga da fragao IgG2 que possui maior comprimento em comparacao a do
tipo tipo IgG3. Na IgG1, O menor fragmento de ligacdao ao antigeno funcional intacto que pode
ser gerado a consiste no par VH-VL ligado por um oligopeptideo, e recebe a nomenlcatura de

scFv (do inglés, Single Chain Fragment Variable).
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Figura 5 — . Esquema estrutural da IgG1, IgG2 e 1gG3.

Fonte: MUYLDERMANS (2013) [2]

O menor fragmento intacto e funcional, equivalente ao scFV, nos anticorpos de cadeia
pesada unica € dominio pesado varidvel € o VHH. Os VHHs também adotam o enovelamento da
imunoglobulina: 3 regides de al¢as hipervaridveis, CDR1-3, rodeadas por regides Framework
organizadas em duas folhas-a a compostas por 4 e 5 fitas-£ antiparalelas conectadas por meio
de alcas e uma ligacdo dissulfeto conservada entre Cys 23 e Cys 94 Figura 6. Nesta arquitetura
as regioes CDR1, CDR2 e CDR3 conectam as fitas B-C, C’ -C” e F-G, respectivamente
[2, 10, 11]. Em suas sequéncias os VHHs apresentam a substitui¢do de cinco aminodcidos
que sao conservados no dominio VH dos anticorpos convencionais em vertebrados Figura 6.
Essas substituicdes s@ao uma marca da diferenca VH-VHH e se ddo da seguinte maneira:
Leul2Ser, Val42Phe/Tyr, Gly49Glu, Leu50Arg/Cys, e Trp52Gly (sendo esta menos conservada).
Em anticorpos convencionais os residuos nas posicoes 42, 49, 50 e 52 do dominio VH estao
localizados na superficie da interface com o dominio VL. Dado o caréter hidrofébico da superficie
do dominio VH, a substituicdo de aminodcidos apolares por aminodcidos polares observada nos
VHHs explica tanto a falha para associar-se com o dominio VL quanto a alta solubilidade dessas
moléculas [2, 10, 12].
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Figura 6 — . Esquema estrutural de um VHH com destaque para seu enovelamento da imunoglo-
bulina.
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Fonte: MUYLDERMANS (2013) [2]

As substituicdes de aminodcidos apolares por polares aumentam a hidrofilicidade da
superficie do VHH. Este efeito € ainda melhorado pela rotacdo das cadeias laterais hidrofébicas
de residuos adjacentes para expor as partes mais hidrofilicas ao solvente, sem deformar o C
do backbone. Além disso, as substituicdes nas posicoes 42 e 52 causam um deslocamento de
uma rede de grupos hidrofébicos volumosos em dire¢do ao centro das 5 fitas-S. A alga CDR3

geralmente dobra-se sobre esses residuos e os tornam inacessiveis ao solvente.

Além das arquiteturas padroes apresentadas pelo seu pardtopo ! como grooves, cavidades
e superficies planas, VHHs sdo capazes de arquitetar a sua longa algca CDR3 em um formato
convexo comparado com a geometria de “uma bola de rugby”. Por exemplo, em um VHH que
liga-se a lisozima parte do longo CDR3 se dobra sobre a regido que seria ocupada pelo dominio
VL em um anticorpo convencional, enquanto a outra parte remanescente do paratopo penetra o
interior do ativo enzimatico. Os VHHs também sao capazes de formar uma cavidade utilizando os
seus trés CDRs para acomodar a ligacdo com um hapteno 2. Todo este aparato molecular permite
que os VHHs reconhecam a epitopos 3 geralmente ndo antigénicos para anticorpos convencionais

como o sitio catalitico de enzimas e canions em biomarcadores de doengas virais e infecciosas .

Sitio que compreende a regido do anticorpo que estd em contato com o antigeno.
Molécula ndo-proteica de baixo peso molecular.
Regido do antigeno que se liga ao anticorpo.

2
3
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Portanto, se teoriza que HCAbs tenham sido selecionados e mantidos nas espécies de camelideos

para exercer uma fun¢do complementar em sua resposta imune humoral [2, 10, 12].

2.3 Mecanica Molecular

A Mecanica Molecular (MM) € um método tedrico que descreve sistemas moleculares
através das leis da Mecénica Cléssica [13]. Os modelos baseados na MM para a representacdo de
uma molécula consistem em uma aproximagao ao oscilador harmoénico onde conjunto de esferas
carregadas (dtomos) sdo conectadas por molas (ligacdes) [13, 14, 15, 16]. O uso das coordenadas
nucleares para representar &tomos € justificado em termos da aproximac¢ao de Born-Oppenheimer,
na qual assume-se que o movimento do nticleo pode ser desacoplado do movimento dos elétrons
[17, 18, 19]. Notavelmente, a mecanica cldssica nao se aplica ao estudo do comportamento dos
elétrons e estes ndo sdo considerados explicitamente [16, 20, 21]. A vista disto, uma vez que a
movimentacao do nticleo € livre e as interacOes nucleares possuem natureza aditiva a densidade

eletronica tende a ajustar-se a qualquer mudanga geométrica dos nucleos [20].

No oscilador harmodnico simples Figura 7 se uma esfera de massa m, conectada a uma
mola, sofre uma perturbacao do seu estado de equilibrio, estard sujeita a acdo de uma forca

proporcional ao deslocamento [15, 22].

Figura 7 — Representacao do oscilador harmonico através da modelo massa mola.
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Fonte: MCQUARRIE [15]

Esta forca € dada pela Equacdo 2.1, denominada lei de Hooke .

f=—k(l-1lp) = —kx 2.1)
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Na Equagao 2.1 o deslocamento ¢ definido por x = (I — [,) sendo 1 o comprimento da
mola distorcida, /, o comprimento de equilibrio e k a sua constante de for¢a. O sinal negativo
indica que a for¢a direciona-se para a direita quando a mola é comprimida e para a esquerda
quando a mola € estirada / > [, [15]. Este modelo foi originalmente aplicado no entendimento
do espectro vibracional, 2 medida que dados espectroscépicos tornavam-se disponiveis no inicio
do século 20 [16, 18].Particularmente no &mbito da quimica organica, inimeras moléculas que
possuiam mesmo padrio de ligacdes pudera ser caracterizadas evidenciando que o comprimento
de ligacdo de equilibro e a constante de for¢a, o mesmo termo utilizado na mecéanica molecular,
eram estendidos de uma molécula para a outra [18].A este fendmeno é concedido o nome
de transferibilidade, um dos principais pilares para a eficiacia global da mecéanica molecular
[14, 16, 18]

A energia potencial V() associada a deformacgao da geometria de equilibrio de uma
molécula [ < [y pode ser escrita como uma expansdao em séries de Taylor apresentada na
Equacdo 2.2 [18, 20]:

dv
V(I) =V(lp)+ (—) (I -1lo)+
dl ),
1 (d*V
— = [ —1p)*+ .
2!(5112)1:,0( 0) (2.2)
1 (d’V
— | — I—19)°+ ...
3! (dl3 )1:10( o

Na Equaciao 2.2 por conveniéncia, o primeiro termo V(ly) é designado como o zero
de energia e €, portanto, igualado a zero. O segundo termo (‘i]—‘l/)l 1 desaparece em razdo do
ponto [ — [, ser correspondente a0 minimo da curva de energia potér?cial. Essencialmente, esta
atribuicao reflete que a for¢a agindo entre os nicleos € zero neste ponto. Truncando a série apds o
termo quadrético, o primeiro diferente de zero, t€ém-se a expressdo mais simpldria para a energia

potencial vibracional como mostra a Equacao 2.3 [15, 16, 20].

V() = %k(l — 1p)? (2.3)

Sendo (%)l l denotado por k, a constante de for¢a. Naturalmente uma expansao de
Taylor truncada tera o seu melhor funcionamento préximo ao ponto de referéncia, nesse caso [,
[18].Para desvios severos do equilibrio este tratamento nao seria vélido e termos superiores na
equacdo 3 teriam que ser considerados, os denominados efeitos anarmdnicos [15, 20]. De forma
funcional a MM envolve a constru¢do de energias potenciais, uma fungdo de posicoes atdmicas,
partindo de um vasto corpo de dados moleculares (estruturas cristalogréficas, espectroscopia

vibracional, etc). Frente as forcas intramoleculares e intermoleculares as moléculas estiram-se,



Capitulo 2. Fundamentagdo Tedrica 23

dobram e rotacionam ao redor das ligacdes [14]. De acordo com o principio da aditividade
a energia total ou estérica destas moléculas é expressa pela soma dos potenciais derivados
destas forcas. O somatorio destas funcdes de energia potencial € denominado campo de forca
[14, 23, 24].

2.3.1 Campo de Forca

A maioria dos campos de for¢ca de modelagem molecular, em uso atualmente para sistemas
moleculares, pode ser interpretado como a soma das contribuicdes dos seguintes tipos de termos:
comprimento de ligacdo, deformacgao do angulo de ligagdo, torsdo, interagdes eletrostéticas e
de Van der Waals [14, 24]. A Equacdo 2.4 traz a representacdo matemdtica das contribui¢des

supracitadas.

ki ki
vty = YL SUi-ho)+ Y S (0i- 60+

Ligacdo Angulos
Z E(1+cos(nu)— )+
) Y (2.4)
Torsdes
N N 12 6
52 5 [ (2] 22 o g
I\ 7y rij Areori;
i=1 j=i+l 1 1 0%y

Na Equacio 2.4 V(r") denota a energia potencial total, que é uma fungio das posi¢des
(1) dos N dtomos. O primeiro termo modela a interagdo entre os pares de atomos ligados por
meio do potencial harmonico, dessa forma, a energia eleva-se quando a ligacao € afastada do
comprimento de referéncia /; . O segundo termo corresponde a soma de todos os dngulos de
valéncia da molécula e €, também, modelado pelo potencial harmonico. O terceiro potencial € o
torcional que modela o quanto a energia modifica quando uma ligagdo rotacional em torno de
uma ligacdo simples. A quarta contribui¢do abrange as interacdes entre pares (i, j) de &tomos ndo
ligados modeladas pelo potencial de Coulomb e potencial de Lennard-Jones, correspondentes as
interagdes eletrostaticas e de Van der Waals, respectivamente. Campos de forca mais sofisticados
podem dispor de outros termos no entanto, invariavelmente, irdo conter os componentes da
Equacao 2.4 [24].

A utiliza¢do dos métodos de campo de for¢a na otimizacdo de geometrias traz consigo
vantagens considerdveis como velocidade de execucdo e precisdo satisfatoria, podendo igualar-se
ou, até mesmo, superar a confiabilidade de resultados obtidos experimentalmente. Logicamente,
para alcancar tais vantagens € necessario que o campo de forca seja implementado as mesmas
classes de moléculas que foram aplicadas em sua parametrizacao [30]. Ao longo do tempo,
diversos campos de for¢a para simulacio de sistemas biomoleculares foram desenvolvidos e
apesar de possuirem formas semelhantes de fun¢do de interacdo diferem, substancialmente, em

sua filosofia de parametrizacao e valores dos parametros [24].
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Para as simulacdes desenvolvidas no presente estudo, fora utilizado o campo de forca
GROMOS 53A6 (Groningen Molecular Simulation - GROMOS) [25]. O pacote de simulacao
computacional GROMOS tem sido desenvolvido em associacdo as funcdes de interagao inte-
ratdmica para simulacdes de dindmica molecular de sistemas biomoleculares. A filosofia basica
implicita no campo de forca GROMOS propde alcangar o equilibrio entre uma descri¢do precisa
da energia de interagcdo como uma fun¢do da conformacao, porém, mantendo-se uma forma
funcional relativamente simples. Partindo de uma forma funcional simples € possivel minimizar
o ndmero de parametros necessdrios, facilitando a transferéncia de parametros entre unidades

similares, e limitando o custo computacional para avaliar a energia potencial.

O GROMOS 53A6 inclui em sua parametrizacdo as entalpias livres de hidratacdo
e solvatacdo para uma diversidade de moléculas apolares e, além disso, possui parametros
aprimorados para reproduzir propriedades termodinamicas de liquidos puros de uma gama de
pequenas moléculas polares. Vale ressaltar, assim, que as cargas parciais foram entdo ajustadas
para reproduzir as entalpias livres de hidratagc@o. As consideragdes dos efeitos de solvatacio sdao
imprescindiveis pois desempenham papel fundamental na maioria dos processos bioldgicos de
interesse, como o enovelamento de proteinas, reconhecimento e associacdo de biomoléculas,

entre outros.

A forma funcional do campo de forca GROMOS 53A6 € construida pelos seguintes

termos:

N
1
VLigagéo(r; 5) = VLigag:ﬁO(r;Kb, by) = Z ZKb [b;% - b(z)n]2 (2.5)
n=1
Neo 1
Viangutos (73 5) = Vanguios (7 Ko, ©0) = Z EKG" [cos ©, — cos O, ]? (2.6)
n=1
Ne¢
VImpréprios(r; 5) = VImpr(’)prios(r; K¢, &) = Z EK'fn [én — &on] 2.7
n=1
No
Vbiedros (73 §) = Vbiedros (73 Ky, 0, m) = Z K¢n [1+cos(¢n)cos(m,p,)] (2.8)
n=1

C12; C6;
Vvan der Waals(r; S) = Vvan der Waals(ﬁ C12, C6) = Z 2 ~ "% (2.9)
pares i,j ij rij
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iqj 1
VE(r;s) =V (r;q) = Z 4 (2.10)
L dmeger i
pares i,j
1 2
i9j __Ccrrc
VER(r5) =VR(rig) = ) 4‘1 4j 2 il 2.11)
pares i,j T€o€l RC"
i9; — I - lCcr
VR (5) = VER(g) = 4i4; ~(1 = 3Cer) (2.12)
- drepe R.r
pares i, ]

As primeiras equacoes (2.5 a 2.8) descrevem os quatro tipos de interagdes por ligacdes
covalente, mencionadas anteriormente, onde K equivale as constantes de forga, b,, € o comprimento
de ligacao, bg, € o comprimento de ligacdo ideal, ®, € o angulo de ligacdo, ®, € o angulo de
ligacdo ideal, ¢, € o angulo diedro, ¢¢, € o ngulo-diedro de deslocamento de fase,e, é o angulo
diedro improprio, egn € o angulo diedro impréprio de referéncia. A Equacao 2.6 especifica as
interagOes ndo-ligadas de Van der Waals, onde r;; € a distancia entre os dtomosie j, C12;; e

C6;; sdo os parametros de Lennard-Jones.

As interacdes eletrostdticas entre pares que interagem sao descritas através de trés
contribuicdes. A Equacdo 2.10 apresenta-se como a soma sobre todos os pares que interagem por
meio da interacio de Coulomb V¢, os pardmetros ¢; sio definidos como as cargas parciais ¢ j
sobre 0s dtomos, €y como a permissividade dielétrica do vacuo e €] equivale a permissividade
relativa do meio em que os dtomos estao incluidos, cujo valor é padronizado como 1. Em adicao,
a Equacio 2.11 refere-se a uma contribuicio do campo de reacio VX as interacdes eletrostaticas
e € calculada por meio da representagdo da interacdo de um dtomo i com o campo induzido de
um meio continuo dielétrico fora de uma distancia de um raio de corte,R,,, devido a presenca do
atomo j.

Por fim, a ultima contribui¢do € exposta, comumente, como um termo de campo de
reacdo independente da distAncia VR, Esta é uma contribuicdo constante, ou seja, independe
da configuracgdo, para a energia de cada par que € levado em conta. Por conta da independéncia
das distancias interatomicas r;; ndo hd contribui¢ao para as forgas, o que garante que a energia
eletrostdtica € zero para dtomos que estdao na distancia do raio de corte e, assim, reduz ruidos de
raio de corte na energia. Além disso, o somatério neste termo € capaz de excluir pares, como o
autotermo i,i., proporcionando que a contribuicdo total para o VR (g) seja zero para sistemas

neutros.

2.4 Dinamica Molecular

A dindmica molecular cldssica (DM) como abordagem computacional baseia-se na

simulacdo do movimento de um sistema atdmico, sob a influéncia de um campo de forca
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especifico, ao longo do tempo de acordo com a equagdo de movimento Newtoniana [14]. Como
resultado deste processo configuracdes sucessivas do sistema sdo geradas, construindo uma
trajetdria, que especifica como as posi¢des e velocidades das particulas do sistema variam com o
tempo [17, 24]. Em contrapartida aos métodos experimentais, as simulacoes de DM fornecem
uma estimativa da dindmica estrutural e propriedades de equilibrio e de sistemas complexos,
as quais ndo podem ser obtidas analiticamente. Desta forma, a DM estabelece-se como uma
interface entre teoria e experimento, ocupando uma posicdo de destaque por estar na intersecao

entre a matemadtica biologia, quimica, fisica e ciéncia da computacao [14].

Para um 4tomo, i, com massa m;, e posi¢do definida pelo vetor tridimensional r;, o

relacionamento entre a velocidade e momento, p;, € dado por [19]:

dri _ dp;
L 2.13
dt m; ( )

Implementado o campo forca, as forcas atuantes sobre cada dtomo do sistema sdo
calculadas pela derivada negativa da energia potencial, obtida do campo de forca escolhido, com

relagdo a posi¢do desses 4tomos, como a mostra a equagao:

dv
Fi(t) = ~—~ (2.14)

A equacdo de movimento Newtoniana para o 4tomo i € dada por:

dp;
dt

- F, (2.15)

Considerando a posicdo com respeito a uma tinica componente do vetor ri, a componente
X, em um tempo especifico, t, a mudanga de posicao apds um curto e finito intervalo de tempo,

delta t, é dada pela seguinte uma série de Taylor:

dx(t)At s d*x(1) Ar* .\

x(t+At) =x(1) + . 2 2

(2.16)

A posigao x(t), a velocidade dxd—(tt) e a aceleragdo dzdxt (1)

numérica da equagdo de movimento. Para uma tnica dimensdo a aceleragdo é descrita pela

sdo suficientes para uma solugao

segunda lei de Newton:

d*x(t) Fy
= —= 2.17
dt? m 2.17)
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Onde, F, ¢ a forca que age sobre o d&tomo na mesma direcdo de x. Sob a influéncia de um
potencial continuo as movimentacdes de todas as particulas estdo acopladas dando origem a um
sistema de muitos corpos. Dentro desta circunstancia, hd a necessidade de submeter as equacoes

de movimento a integracdo utilizando algoritmos baseados no método das diferencas finitas [24].

2.4.1 Meétodo das diferencas finitas

A esséncia dos algoritmos baseados no método das diferengas finitas, estd em particionar
a integracdo em pequenos passos, separadas no tempo por um intervalo fixo, Az. A forga total
em cada particula, para uma configuracao, no tempo t, € calculada como o vetor soma de suas
interagdes com as demais particulas. Partindo da forca € possivel determinar as aceleracdes das
particulas que, por sua vez, sio combinadas as posicdes e velocidades no tempo t para calcular
as posi¢oes e velocidade no tempo ¢ + Az. Durante o intervalo de tempo assume-se que a forca
é constante, dessa forma, as forcas sobre as particulas em novas posicoes sdo determinadas,

levando a novas posicoes e velocidades no tempo ¢ + 2At, e assim por diante [24].

Existe uma variedade de algoritmos baseados nesta metodologia, funcionalizados na
integracdo das equagdes de movimento, no entanto, dentro do Ambito da dindmica molecular
o algoritmo de Verlet é o mais utilizado pois requer uma quantidade pequena de memoria
computacional e tempo de CPU [26, 27]. O algoritmo de Verlet faz uso das posicOes atdmicas e
aceleragOes no tempo t e posicdes do passo anterior x (¢ — At), para determinar as novas posigoes
emt + At [19, 24, 27]:

d*x(1)

- Ar? (2.18)

x(t+Ar) =2x(1) —x(t — At) +

O algoritmo leap-frog é construido através de uma pequena modificagdo no algoritmo de
Verlet. A implementacao do leap-frog consiste no uso das posicdes r no tempo t e velocidade no
instante t — (%), a atualizacdo das velocidades v e posi¢des r sdo executadas através do cdlculo

das forcas F(t) determinadas pelas posi¢des no tempo t, como mostra as equacoes [26]:

% (t + 1At)) =X (t — 1At)) + EF(t) (2.19)
2 2 m

r(t+At) =r(t) + Aty (t+ %AI) (2.20)

O Algoritmo é denominado leap-frog porque r e v estdo “saltando” um apds o outro
(Figura 8).
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Figura 8 — . - Tlustracdo do método de integragao leap-frog.

0 1

R

2.4.2 Condicoes Periodicas de Contorno

As simulagdes de DM sdo capazes de mimetizar diferentes condicdes experimentais
[19]. Os sistemas submetidos a estas simula¢des possuem em geral entre 10%¢10° particulas, no
entanto, este nimero torna-se insignificante quando comparado a quantidade de d4tomos contidos
nos sistemas macroscépicos, aproximadamente 10?® particulas. Como consequéncia do tamanho
reduzido, o nimero relativo de 4&tomos na superficie do sistema € muito maior do que para um
sistema macroscopico, causando efeitos de superficie que podem dominar as propriedades do
sistema de forma indesejavel [18, 20]. Uma maneira cldssica de minimizar efeitos de superficie
em sistemas finitos € através da aplicacdo das condi¢oes periddicas de contorno (PBC, Periodic
Boundary Conditions) [28]. Sob a PBC o sistema modelado (biomoléculas e moléculas do
solvente) € construido dentro de uma caixa de simulacdo cubica considerada como uma célula

unitdria que € replicada em todas as dire¢Oes de forma periddica [14, 18].

Na Figura 9 a caixa € mostrada em uma representagdo bidimensional, neste exemplo
cada caixa estd rodeada por 8 vizinhos. As particulas experimentam a¢do das forcas como se
estivessem no interior do sistema, dessa forma, o sistema modelado € colocado na caixa e esta €

replicada em todas as dimensdes [24].

Figura 9 — - Ilustragdo do método de integracdo leap-frog.

___________

SCHLICK (2010) [14
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A conven¢do minima de imagem garante que se um dtomo da caixa central cruza o limite
da célula unitdria, um atomo idéntico entrard pela face oposta e o substituird garantindo que
interagdes duplicadas nao sejam levadas em consideracdo e mantendo o nimero de moléculas
constante [13, 19]. Um outro aspecto chave da definicdo da PBC € que nenhuma molécula dentro

An

da célula de simulagdo vé "vacuo"dentro da faixa de seus pontos de corte de interacdo e, portanto,

os artefatos de superficie sdo evitados [18].

2.4.3 Mecanica Estatistica: Espaco de fase e Ensemble

O espaco de Fase € um conceito imprescindivel no ambito das simula¢des computacionais
[12]. Para um sistema contendo N dtomos ha uma demanda de 6N coordenadas,3 coordenadas
relativas a posi¢ao atdbmica ¢, ..., g3y € 3 componentes do momento pjy, ..., p3n, para que o
estado do sistema possa ser definido. Cada ponto no espago de fase, construido através das
combinacdes entre as 3N posi¢cOes € 3N momento, representa um microestado e, a colegao
de todos os microestados é denominada ensemble. Assim, todos os microestados possiveis
contidos no ensemble representam um mesmo macroestado, o qual € caracterizado pelas varidveis
macroscopicas (E, V, P, ...) [21, 24, 29, 30].

Figura 10 — - Ilustracao do método de integracdo leap-frog.

l!l

SCHWAB (2006) [30]

Um ponto individual no espaco de fase, corresponde a uma geometria em particular
de todas as moléculas de um sistema. Existem inimeros pontos no espago que, de fato, nunca
ocorreriam em um sistema real. Dessa forma, para descrever de o sistema forma realista é
necessdrio determinar a probabilidade de ocorréncia de determinada configuracdo [29]. Os

microestados sdo distribuidos de acordo com a fun¢do de probabilidade de Boltzmann [27]:

P(q,p) = Qe Elan)/ksT 2.21)

A dindmica molecular gera uma sequéncia de pontos no espaco de fase em func¢do

do tempo (trajetdria) [24]. Obtendo a trajetdria € possivel calcular a média temporal de uma
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propriedade termodindmica ao tirar a média dessa propriedade com respeito ao tempo ao longo
da trajetdria [28]. Esse método baseia-se no principio da ergodicidade que assume que a média
de tempo para um sistema isolado € equivalente a média sobre os microestados que compde o
ensemble [21]. Para um ndmero finito de pontos M, € possivel calcular o valor médio de uma

dada propriedade X de acordo com a seguinte equacao:

| M
(Xom = i ; X(qi» pi) (2.22)
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Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar o comportamento da dinamica estrutural de VHHs para a elucidagdo do
comportamento das bases moleculares responsdveis pela interacdo VHH-antigeno, assim bem
como, fornecer informagdes que poderdo contribuir para a otimiza¢do do desenho racional de
novos VHHs.

3.1.1 Objetivos Especificos

e Construir uma biblioteca de estruturas tridimensionais de VHHs;

* Realizar simula¢gdes de dinamica molecular para 40 estruturas de VHHs em sua forma

livre e em solugdo aquosa;

* Caracterizar a amplitude da diversidade conformacional e a flexibilidade das regides
CDR1-3 por meio das métricas RMSD e RMSF;

* Construir grificos de de Ramachandran para as regides CDR1-3;

* Avaliar o comportamento da flexibilidade das regides CDR1-3 em funcdo da energia livre

de ligacao experimental (AGbind);
* Construir um grafico de conservacao de sequéncia para as 40 estruturas;

* Calcular a drea da superficie acessivel ao solvente (SASA) por residuo de aminodcido que

compdem a CDR1-3;
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Materiais e Métodos

4.1 Construcao da biblioteca de estruturas de VHH e prepa-

racao das estruturas

O conjunto de estruturas tridimensionais de VHH foram obtidas através do banco de
proteinas PDB (do inglés, Protein Data Bank) (https://www.rcsb.org/), utilizando os seguintes

filtros: A palavra-chave nanobody e o limite de resolucio de 3 angstrons (A).

A busca resultou em 130 estruturas tridimensionais, contudo foram rejeitadas aquelas
estruturas cujos residuos faltosos excederam o total de 5 aminodcidos em sequéncia a fim de
preservar confiabilidade das coordenadas atdomicas. O conjunto de dados final resultou em 40
estruturas tridimendionais de VHHs. Isto decorre pois as 40 estruturas tiveram a sua estrutura
tridimensional determinada por meio de difracdo de raios X e desde que essa técnica recai na
obtencao de cristais com vdrias proteinas em posicdes idénticas, regides muito flexiveis geram
problemas porque geralmente ndo sdo observadas e entdo as suas coordenadas nao sao incluidas

no arquivo PDB.

Aqueles VHHs complexados a antigeno foram desacoplados e utilizados em sua forma
livre. As estruturas que apresentaram auséncia de residuos (>5) tiveram as suas coorde-
nadas atdmicas modeladas através do pacote de modelagem molecular MODELLER 9.20
(https://salilab.org/modeller/) utilizando o protocolo loopmodel DOPE-based [31]. Os algoritmos
do MODELLER sao baseados na linguagem de programacdo Python e os scripts aplicados na

modelagem das nossas estruturas estao disponiveis no Anexo L.

Em seguida, todas as estruturas foram submetidas a uma minimizacao utilizando o algo-
ritmo MinMover implementado pacote computacional Rosetta versao 3.9 (https://www.rosettacommons.org/)

selecionando como o limite um RMSD de 1.5 A em relacdo a estrutura inicial [32].
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4.2 Dinamica Molecular

Todas as simulagdes moleculares das estruturas completass dos VHHs em sua forma
livre foram realizadas através do pacote de simulagdo GROMACS v. 4.6.7. utilizando o o campo
de forca GROMOS e o conjunto d parametros 53A6 [26, 25]. As proteinas foram inseridas
em uma caixa cubica de dimensdes 12x12x12 nm e explicitamente solvatadas com o modelo
de dgua SPC (Single point-charge) sob condi¢Oes periddicas de contorno nas diregdes x, y
e z [33]. Contra-ions foram adicionados ao sistema para garantir a neutralidade de cargas e
uma concentragdo fisiolégica de 0.15 mM. Uma minimizacdo de geometria de 5.000 ciclos foi
realizada utilizando o algoritmo steepest descent. As interagdes eletrostéticas de longo alcance
foram levadas em consideracdo através do campo de reagdo com €=66 [34]. Um raio de corte
de 1,4 nm foi usado para interacdes de curto alcance . O algoritmo LINCS foi aplicado para
restringir todos os comprimentos de liga¢des covalentes [??]. A producdo de dindmica molecuar
foi de 200 ns utilizando um ensemble isotérmico-isobdrico (NPT). As temperaturas dos solutos e
dos solventes foram acopladas separadamente e a temperatura foi mantida a 300K utilizando o
termostato v-rescale com um tempo de acoplamento de 0,4 fs [35]. A pressdo foi mantida a 1 bar
através do barostato Berendsen com um tempo de relaxamento de 0,4 ps e compressibilidade de
4,5 x 10-5 bar-1 [36]. O arquivo de entrada utilizado na prodrucdo da dindmica molecular esti

disposto no Anexo 1.

4.2.1 Calculo do RMSD

O desvio quadratico médio (do inglés, Root Mean Square Deviation - RMSD) dos dtomos
de uma molécula com respeito a uma estrutura de referéncia, aqui a estrutura cristalografica, foi
calculado por meio do programa g_rms implementado no pacote computacional GROMACS v
4.6.7 [26, 37]. As diferentes conformagdes obtidas durante a simulacao de DM sao alinhadas

uma a uma a estrutura de referéncia e o RMSD € computado como mostra a Equacdo 4.1:

N e — )2
RMSD = \/ 2’:1(% ri) (4.1)

Onde N € o numero de dtomos da macromolécula, r(; ;) € a posi¢do do dtomo i na
j-ésima conformacao e r; € a posi¢dao do 4&tomo i na estrutura de referéncia. Maiores valores de
RMSD indicam que determinada estrutura se afasta da conformacao da estrutura de referéncia

(cristalogréfica).

4.2.2 Calculo do RMSF

A flutuacdo quadratica média (do inglés, Root Mean Square Fluctuation- RMSF foi

calculada por meio do programa g_rms f implementado no pacote computacional GROMACS
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v4.6.7 [26]. O RMSF € uma medida da flexibilidade macromolecular e é dada pela seguinte

equagdo:

N
RMSF = — Z (ri(j) = 7:)2 4.2)

Onde, N € o ndmero de estruturas da trajetdria (conformacdes ao longo do tempo), r; (j)
sdo as coordenadas cartesianas do dtomo i na posi¢do j da trajetdria e 7;) é a média estrutural dos

atomos na simulagdo.

4.2.3 Calculo do SASA

O calculo da drea da superficie acessivel ao solvente (do inglés, Solvent Acessible Surface
Area-SASA) para os residuos de aminodcidos presentes no CDR1-3 de cada estrutura de VHH foi
obtido através do programa g_sasa, que computa superficies hidrofébicas, hidrofilicas e totais

acessiveis ao solvente, implementado no pacote computacional GROMACS v4.6.7 [26].

4.2.4 Identificacao das CDRs nas estruturas de VHHs

As regioes referentes ao CDR 1-3 foram determinadas de maneira automatizada pelo servi-
dor online e banco de dados PyIgClassify disponivel em http://dunbrack?.fccc.edu/pyigclassity/)
[38].

4.2.5 Construcao dos graficos de RMSD e RMSF

As fungoes utilizadas na construcdo dos graficos de RMSD e RMSF foram providas pelo
pacote MDPIlot implementado no RStudio, uma interface grafica para o programa estatistico R

(https://rstudio.com/) e o cédigos utilizados estao disposto nos Apéndice I [39].

4.2.6 Graficos de Ramachandran

Atomos de carbono de residuos de aminoacidos adjacentes sdo separados por trés ligacdes
covalentes, arranjadas da seguinte forma: C-C-N-C. A ligacdo C-N em um peptideo € mais curta
do que a ligacdo C-N em uma amina e os dtomos associados na ligacdo peptidica sdo coplanares.
Isto indica que existe uma ressondncia ou um compartilhamento de cargas parciais entre os dois
pares de eletréns entre o oxigénio do grupo carboxila e o nitrogénio do grupo amida Figura 11.
[40].
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Figura 11 — -— Ressonancia apresentada pela ligacao peptidica.

LEHNINGHER (2005) [40]

O backbone uma cadeia polipeptidica pode, assim, ser representada como uma série
de planos rigidos com planos consecutivos compartilhando um ponto de rotacdo comum no
C (Figura 12). As ligacoes peptidicas rigidas limitam a faixa de conformagdes que podem ser

assumidas para uma determinada cadeia polipeptidica [40]

Por convencao, os angulos de rotag@o resultam da combinacao de rotacdes no C rotuladas
¢ (phi) para aligacao N - Car e ¢ (psi) para a ligag@o Figura 12. Em principio ¢ey e pode assumir
qualquer valor entre -180 e +180°, mas muitos valores sdo proibitivos devido a impedimentos

estéricos entre os dtomos do backbone de um polipeptideo e a cadeia lateral de aminoécidos [40].

Figura 12 — -— Ressonancia apresentada pela ligacdo peptidica.
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O gréfico de Ramachandran demonstra teoricamente quais as combinacdes dos angulos
diedricos ¢ey sdo possiveis e pequenas alteracdes de combinagdes destes angulos levam a
mudangas de conformacao. A combinagdo desses angulos em funcdo do tempo de simulagao
para cada regidao CDR, em cada uma das estruturas, foi obtida por meio do programa g_rama
implementado no pacote computacional GROMACS v 4.6.7 [26]. Posteriormente, os valores
obtidos para uma mesma regidao (CDR1, CDR2 e CDR3), nas diferentes estruturas, foram
compilados e a matriz de frequéncia de combinagdes de angulos para foi gerada também por
meio do pacote MDPlot [39].

4.2.7 Alinhamento multiplo de sequéncia e conservacio de residuo por
posicao

Realizou-se um alinhamento multiplo de sequéncias utilizando o servidor da web

Clusta Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) [41] Para tanto, foram removidas das
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sequéncias fasta obtidas no PDB todos os residuos de metionina N-terminal, visto a ocorréncia da
excisdo da metionina N-terminal [42]. Para representar graficamente a conservacao dos residuos
empregou-se o servidor Seq2Logo 2.0 (http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pqgr 2.0.0/) utilizando em
conjunto com o tipo P-Weighted Kullback- Leibler. Para diminuir a redundancia foi utlizado o
método heuristic clustering. E o valor do prior foi de 200. Os pardmetros da exibicao gréfica do

layout foram definidos como o padrdo do servidor.
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Resultados e Discussao

5.1 Identificacao das regioes CDRs nas estruturas

A Tabela 1traz 0 mapeamento das sequéncias e posicoes dos aminodcidos que compdem
a CDR1, CDR2 e CDR3 de cada uma das 40 estruturas tridimensionais de VHH aplicadas no

presente estudo. A regido da proteina onde se situa as CDRs € ilustrada na Figura 13

Figura 13 — Representa¢do grafica da estrutura de VHH de cédigo PDB 2X6M. As regides de
CDR estao destacadas da seguinte maneira: CDR1 (preto), CDR2 (Vermelho) e
CDR3 (Azul).

Fonte: A Autora.



Tabela 1 — Mapeamento de sequéncia e posi¢do dos aminodcidos que compdem a CDR1-3 em cada umas das estruturas de VHH.

CDRI1 CDR2 CDR3
Coédigo PDB Sequéncia Posi¢ao Sequéncia Posi¢ao Sequéncia Posi¢do
2X89 AASGYTDSRYCMA 23-35 RINSGRDITY 50-59 ATDIPLRCRDIVAKGGDGFRY 97-117
47G1 AASGSTFGIRTMG 23 -35 IISSGGSTD 50-58 NARVGITMLAH 96 — 106
4JVP TASGFTDDYYAIG 23 -35 CITNFDGGTY 50-59 AADKGLCSWLRAGGKVTFGS 97 -116
4QLR AASGRTFSDYALG 23-35 AISWSGGSTY 50-59 AADKYYTGPGGESVYDY 97-113
4511 AASGRTFSSFVMG 23-35 SISRSGSVTR 50-59 AADLHRPYGPGSQRTDDYDT 97-116
5SBOP AASGGTFSTYGMG 23 -35 ASSWTGANTY 50-59 AARRWLGGSYFDPGNYDF 97-114
SDA4 AASGRTFSSDVMG 26 - 38 AVTRSGGKSY 53-62 AAGDTAITSWYGYDY 100-114
SE0Q AASGRSFSNSVMA 25 -37 VLNWSSGRTS 52-61 AASNRGSLYTLDNQNRYED 99 - 117
S5VL2 AASGRTHTPYAMG  25-37 GIGGVAATTT 52-61 ATRASMAVSTSPRVYPI 99 - 115
2X10 AAAGRNLRMYRMG  23-35 TMVWSSDTITY 50-59 AAGAGWAGTMTDYNY 97 -111
S5TP3 AASGFTLDYYYIG 23-35 CISGSSGSTY 50-58 ATIRSSSWGGCVHYGMDY 93 -102
SM2W SITSGGTTN 23 -35 KAFFRRDYVGYDY 50-58 AASGSISGIVVMA 96 — 108
51P4 TASVNIIGGNHWA 23-35 SLSRYNAN 50-57 ALENYY 95 - 100
SIVN TASGFTLDHYDIG 23-35 CINNSDDDTY 50-59 AEARGCKRGRYEYDF 97-111
SH8D AASGFTFSRYAMS 25 -37 RISSGGGTIY 52 -6l YVGGF 99 - 103
50CL AASGIIFRELGID 25 -37 SIASAGMTN 52 -60 HTLPRFSHL 98 — 106
SM7Q AVSENTGRMG 23-32 INTRLGGYTS 47 — 56 AADSRPIYSGTWRY 94 - 107
3STB AASGRTLSSYAMG 23-35 AINRSGSTF 50-58 AADRFSPVVPGPIPVNTVDS 96-115
SE7B TASGFTFDDSDMG 25 -37 AIFSDGSTY 52 -60 AAATTTVASPPVRHVCNGY 98 - 116
3EAK AASGGSEYSYSTFSLG 23 -38 AIASMGGLTY 53-62 AAVRGYFMRLPSSHNFRY 100-117
SHGG AASGFTLDSYAIG 23-35 CISASGGSTN 50-59 AADHPGLCTSESGRRRYLEV 97-116
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Tabela 1 — Mapeamento de sequéncia e posi¢do dos aminodcidos que compdem a CDR1-3 em cada umas das estruturas de VHH.

4WEM
ALHQ
5LZ0
SIML
5U65
4W6X
4EIG
4N9O
3K74
4AQ1
2XTI
3G9A
SIMK
4GFT
4113
4LGR
6EZW
5M13
5MY6

CDRI1 CDR2 CDR3
EASGNVDRIDAMG  823-835 YISEGGILN 850-858 AASHWGTLLIKGIEH 896-910
SASGGSFSRNAMG 23-35 AINWSASSTY 50-59 AGSSVYAEMPYADSVKATSYNY 97-118
AASGRTFSSYSMG 23-35 AISRSDNSTY 50-59 AATPYGSRYYLRELREYDY 97-114
AASGRTFSSYGMG 22-34 AIRWNGGSTY 49-58 AAGRWDKYGSSFQDEYDY 96-113
VVSGLTISNYCMR 23-35 SINSAGTTY 50-58 ASSTRVWGGYCGGLDDATNND 96-116
TASGYTYRKYCMG 23-35 CINSGGGTSY 50-59 ALSSNSVCPPGHVAWYND 97-114
KASGIIFSVYKMT 23-35 LITTNNNTM 50-58 NANRGLAGPAY 96-106
AASGRTFSSYNMG 23-35 SITSSGDKSD 50-59 ARGLGIYIIRARGGYDH 97-113
AASGFTFNNYWMY  182-194 MINPGGIITK 209-218 AKDWATGLAK 256-265
AASGRTSSAYAMG 23-35 GISSKGGSTY 50-59 AASDKYNFDTSHAGYGY 97-113
AASGSFFMSNVMA 23-35 AIRGGDMSTV 50-58 KASGSS 93-102
AASGDTFSSYSMA 23-35 NILRDGTTT 50-58 AADSGTQLGYVGAVGLSCLDYVMDY  96-120
AASGRTFSSYGMG 22-34 AIRWNGGSTY 49-58 AAGRWDKYGSSFQDEYDY 96-113
SAAPERAFSNYAMG 24-37 GITGSGRSQY 52-61 AARVVPVESDSTKGYVY 99-115
AASERLTVDYAIG 23-35 AISWGGGLTV 50-59 AASRISYRVWNTIPYNKLTL 97-116
AASGSIASIYRTC 23-35 AITSGGNTY 50-58 NADEAGIGGFNDY 96-108
AFSGRTFSMYTMG 24-36 ANRGRGLSPD 51-60 AADLQYGSSWPQRSSAEYDY 98-117
VASGDIKYISYLG 23-35 ALYTSTGRTY 50-59 AAAEWGSQSPLTQWFYRY 97-114
AASGYIFNSCGMG 23-35 RISGDGDTW 50-58 AVCYNLETY 96-104
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5.2 Analise das simulacoes por dinAmica molecular

5.2.1 RMSD

As simulagdes foram monitoradas através do grafico do desvio médio quadritico (RMSD)
para os atomos do backbone (C, N, O), de cada uma das estruturas, ao longo do tempo e tendo
como referéncia as posi¢coes atdmicas da estrutura cristalografica inicial. Toda a trajetoria foi
considerada a fim de preservar a amostragem conformacional. Por meio do RMSD ¢é possivel
obter uma estimativa da estabilidade estrutural do sistema assim bem como da amplitude da

diversidade conformacional.

Os valores de RMSD, calculados para cada uma das 40 estruturas individualmente,
apresentam uma faixa de variacdo entre 0.19 e 0.34 nm e os seus respectivos graficos da variagdo
de RMSD em fungdo do tempo de simulagado estdo dispostos no Apéndice II. Para este conjunto
de estruturas a média de RMSD foi de 0.20 nm (£ 0.04 nm). Em comparacdo com valores de
RMSD reportados na literatura para proteinas o nosso conjunto de VHHs apresenta um perfil de
RMSD vilido, indicando estabilidade estrutural e a auséncia de desvios abruptos de conformagao
em relacdo a estrutura inicial [43, 44, 45]. Levando em consideragdo que algumas estruturas
de VHH inseridas em nossa biblioteca encontravam-se complexadas a outras moléculas e as
simulagdes foram executas apenas para VHHs em sua forma livre e em solu¢@o aquosa, flutuacoes

nos graficos de RMSD durante a produ¢dao de DM sao aceitdveis.

A literatura dispde de diversos estudos sobre a dindmica estrutural de anticorpos
convencionais e seus fragmentos, em contrapartida a disponibilidade destas informacdes a
respeito de VHHSs ainda € bastante limitada. Dados de simulacdo por DM para um ndmero
pequeno de VHHs, reportados na literatura, exibiram valores de RMSD abaixo de 0.2 nm
[46, 47, 48]. Outros dados de simulacdes por DM, também retirados da literatura, referentes a
scFv e Fab de anticorpos convencionais exibiram valores de RMSD na faixa de 0.07 a 0.33 nm
e 0.1 a 0.16 nm, respectivamente [49, 50]. Andlises de DM para as para as cadeias pesadas e
cadeias leves do Fab, simuladas separadamente, apresentaram os seguintes valores de RMSD
médio: 0.23 nm (+ 0.04 nm)0.17 nm (+ 0.03 nm), respectivamente [51].

Essa faixa de valores € semelhante aos valores de RMSD apresentados pelos VHHs que
integram o nosso conjunto de dados, apontando para um perfil de mobilidade global semelhante
entre estas moléculas. Uma vez que estamos interessados no comportamento das regides CDR
1-3, os valores médios de RMSD e os seus respectivos desvios padrao foram computados para
cada alga CDR em cada uma das estruturas de VHH individualmente e os valores encontram-se
no Tabela 2. O comprimento de cada CDR, ou seja o nimero de residuos que o compdem,

também € mostrado na Tabela 2.



Tabela 2 — Valores médios de RMSD e seus respectivos desvios padrdo para cada uma das estruturas, acompanhadas da quantidade de residuos que

compdem cada CDR.

CDRI CDR2 CDR3
Cédigo PDB Comp.2 RMSD Médio DpP Comp..» RMSD Médio Dp P Comp. * RMSD Médio DpP
2X89 13 0.198535 0.0372402 10 0.05528428  0.01542516 21 0.358625 0.0734304
4GZ1 13 0.147523 0.0341796 8 0.1145642  0.02358114 11 0.136037  0.01937609
4JVP 13 0.1203125  0.03342595 10 0.1314587  0.03202579 20 0.3229403  0.08350516
4QRL 13 0.1457718  0.02181246 10 0.08729875  0.0175684 17 0.219496  0.03903221
4811 13 0.1581969  0.04705528 10 0.07745051  0.0165915 20 0.08543301  0.02371821
5BOP 13 0.1978736  0.04001426 10 0.1395942  0.01592163 18 0.1786378  0.03604988
5DA4 13 0.1324927  0.03477959 10 0.13149 0.0125253 15 0.3366076  0.0525911
5E0Q 13 0.1540898  0.02644915 10 0.1238716  0.05686578 19 0.2876271 0.165752
5VL2 13 0.1485467  0.02033043 10 0.1184668  0.03563635 17 0.07240001  0.01650517
2X10 13 0.1937915  0.02147979 10 0.08326433  0.01947944 15 0.1835341  0.03326327
5TP3 13 0.1204921  0.02880867 10 0.09715567  0.04980613 10 0.2468627  0.04373953
SM2W 13 0.2581384  0.03556023 9 0.1110708  0.02132352 13 0.0965056  0.01889537
51P4 13 0.1827404  0.0437286 8 0.08395986  0.02732435 6 0.05987062  0.01203567
5IVN 13 0.1253076  0.02358382 10 0.1014021  0.0135605 15 0.1509028  0.01875304
SHSD 13 0.1770073  0.05541751 10 0.1774538  0.06942184 0.05702809  0.01032236
50CL 13 0.1169595  0.02384481 9 0.09851026  0.03022394 0.07068828  0.01378121
5M7Q 10 0.1443448  0.02107775 10 0.1466733  0.02569157 14 0.1557839  0.0139067
3STB 13 0.198471  0.05200875 0.07901419  0.01479679 20 0.2980742  0.1003069
SE7B 13 0.2386534  0.03567436 0.06412484  0.03392434 19 0.3487867  0.1260592
3EAK 16 0.1944556  0.0223888 10 0.06499018  0.01681974 18 0.1066424  0.01955968
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Tabela 2 — Valores médios de RMSD e seus respectivos desvios padrdo para cada uma das estruturas, acompanhadas da quantidade de residuos que

compdem cada CDR.

CDRI CDR2 CDR3
Cédigo PDB Comp.2 RMSD Médio DpP Comp..» RMSD Médio Dp P Comp. * RMSD Médio DpP
SHGG 13 0.1320518  0.02619536 10 0.1860103  0.04849846 20 0.2671636  0.05743637
4WEM 13 0.149312  0.02205825 9 0.1148474  0.01507324 15 0.1351627  0.02379144
4LHQ 13 0.185926  0.03396678 10 0.0455781  0.01150975 22 0.09653122  0.01390359
5LZ0 13 0.1965426  0.02995731 10 0.1687489  0.04592344 19 0.1687489  0.04592344
SIML 13 0.1927941  0.03415979 10 0.1233535  0.03818648 18 0.1570311  0.02636615
5U65 13 0.1031913  0.02893218 9 0.1158437  0.04307312 21 0.2385486  0.02859407
4W6X 13 0.1030699  0.02077182 10 0.1348466  0.03415562 18 0.1263148  0.01468721
4EIG 13 0.1487153  0.02884758 9 0.1036022  0.02946879 11 0.1360753  0.01989291
4N90O 13 0.2351382  0.0512528 10 0.05225461  0.01233863 18 0.1952966  0.02733214
3K74 13 0.09813245  0.03937275 10 0.1405876  0.01899357 10 0.1386842  0.02103011
4AQ1 13 0.2058599  0.06373135 10 0.09394384  0.03742601 17 0.2481767  0.03035223
2XTI 13 0.1744391  0.02374836 10 0.1047752  0.03292098 6 0.08309417  0.01855072
3G9A 13 0.134585  0.01225168 9 0.08411558  0.01605085 25 0.1526757  0.02031082
5IMK 13 0.1538599  0.04887579 10 0.107756  0.03612757 18 0.2017458  0.02513632
4GFT 14 0.09420854  0.01740922 10 0.1126223  0.03357252 17 0.1404988  0.0222445
4113 13 0.1261177  0.01913298 10 0.07474372  0.02605077 20 0.1550716  0.03848692
4LGR 13 0.2048378  0.03805738 9 0.1110146  0.03166587 13 0.2492933  0.05470699
6EZW 13 0.1086061  0.02504498 10 0.1362389  0.01258092 20 0.1402113  0.04315279
5M13 13 0.1196115  0.0254131 10 0.07182669  0.01253286 18 0.1548991  0.03878046
5MY6 13 0.1876223  0.0420441 9 0.098002  0.04636095 9 0.05265397  0.0154366
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A fim de caracterizar a amplitude da diversidade conformacional das alcas CDRs e avaliar
a existéncia de uma correlacdo com a sua extensao, os valores médios de RMSD e desvios padrao
foram plotados em fun¢ao da quantidade de residuos presentes no CDR 1, 2 e 3 Figura 14. A
regiao CDRI1, 2 e 3 de cada estrutura foi analisada individualmente e cada ponto no grafico

corresponde a regido CDR para uma determinada estrutura.

https://www.overleaf.com/project/5¢9099ea79b6da000115475
Figura 14 — RMSD médio de cada regido de CDR funcdo do comprimento de CDR.
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Cada posi¢ao da alca CDR possui a probabilidade de assumir a identidade de qualquer
um dos 20 aminoécidos existentes e o tamanho médio de alga CDR 1, CDR 2 e CDR 3, para
0 nosso conjunto de estruturas, € de 13, 10 e 16 residuos, gerando 2013, 2010 ¢ 2016 possiveis

combinacdes de sequéncias, respectivamente.

A primeira observagdao que chama atencdo para a CDR1 é que 90% das estruturas
analisadas possuem o mesmo comprimento de al¢a, 13 residuos. Da mesma maneira, na CDR2
70% das estruturas possuem algas compostas por 10 residuos. Apesar de muitos pontos estarem
sobrepostos, existe uma variacdo nos valores de RMSD para a CDR1 (0.09 nm a 0.25 nm) e para
a CDR2 (0.09 nm a 0.2 nm), o que sugere diversidade conformacional dentro de cada grupo,
porém uma diversidade limitada pelo comprimento de al¢a. A semelhan¢a no comportamento

dos pontos na CDR1 e CDR2 corrobora com a literatura no que diz respeito a existéncia de
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um comprimento de al¢a 6timo no qual aminodcidos situados em posicdes chaves levariam a

mudanca conformacional dessa regido [2].

A CDR3 € sabidamente uma regido com alta diversidade de sequéncia e estrutural. Através
da inspecdo visual do gréfico (Figura 14) € possivel observar o espagcamento entre os pontos € as
grandes variagdes de RMSD. O comprimento de algas CDR3 € bastante diverso e na faixa que
vai de 15 a 20 residuos observa-se maior quantidade de estruturas de mesmo comprimento de
alcas. Nesta regido a variagdo de RMSD dentro de grupos que apresentam mesmo comprimento
de alcas € mais acentuada. Tomando como exemplo, uma estrutura composta por uma alca de
20 residuos apresenta um RMSD de aproximadamente 0.3 nm, dentro deste mesmo grupo de
comprimento de algas existe uma estrutura apresentando um RMSD de 0.1, o equivalente a

amplitude conformacional apresentada uma al¢a composta por 6 residuos.

Este ¢ um dado surpreendente pois a medida que o nimero de residuos de aminodcidos
que compoOe determinada alga CDR aumenta, seria esperado o aumento do nimero de graus
de liberdade e, consequentemente, uma elevaciao da amplitude da diversidade conformacional,
resultando em maiores valores de RMSD. Contudo, ndo € o que observamos no grifico da figura
14, nenhuma correlacdo significante entre a amplitude da diversidade conformacional das CDRs
e o seu comprimento foi encontrada. O estudo de Mitchell et al, menciona que o nimero de
conformacdes estruturais que alcas CDR3 podem adotar para uma dada sequéncia aumenta
em funcdo do comprimento da al¢a [52]. Em nossos dados, alguns pontos até seguem este
comportamento, no entanto no padrao geral isto ndo € observado e a amplitude conformacional

nao aumenta linearmente com o comprimento de alcas.

A alca CDR3 além de ser determinante para a especificidade de ligacdo, contribui
para a estabilidade da estrutura de VHH [53]. Em algumas estruturas de VHH, residuos
aromadticos posicionados na CDR3 dobram-se em direcdo a regido framework, na qual, em
anticorpos convencionais, estaria conectada a VL. Basicamente a perda da VL é compensada
pelas interagdes entre 0 CDR3 e o framework em VHHs. Os tipos de intera¢des empregadas nas
diferentes arquiteturas de VHH variam consideravelmente, entretanto possuem o mesmo objetivo
geral que € conferir estabilidade a estrutura. Estas diferencas estruturais podem ser melhor
exemplificadas através da comparacao entre um VHH anti-gonadotrofina coriénica humana
(a-HCG) derivado de lhama , e um VHH anti-lisozima (a-lisozima) derivado de camelo (Figura
15) [53].
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Figura 15 — A estrutura A € a representagao tridimensional do VHH anti «-HCG; Estrutura B é
a representacao tridimensional do VHH anti alpha-lisozima. As algas CDR3 estao
destacas em vermelho.

Fonte: Adaptadp de BOND (2003) [53]

A principal diferenca entre as estruturas A e B é o comprimento da alga CDR3, 10
residuos e 26 residuos, respectivamente. Na estrutura A um Trp na posi¢ao 100 da alca CDR3,
dobra-se em direcdo ao residuo Phe na posicao 37 e uma interacdo do tipo T-shape € estabelecida.
Nesta configuracdo de alga CDR3 a Phe € blindada do contato com a dgua, formando um nicleo
aromdtico com Trp100 e Trp103, levando a estabilidade. Para a estrutura B, observa-se uma alca
CDR3 mais estruturada, formando uma a-hélice no final C-terminal, que ao ao dobrar-se em
direcdo a Phe 37 € mantida no lugar por uma ligacao dissulfeto entre a Cys109 situada no CDR3
e a Cys33 situada CDR1 [53].

Os tipos de interagdes especificas entre a CDR3 e o framework sdo, provavelmente,
dependentes do comprimento e da sequéncia da CDR3. Dessa forma, uma longa alca CDR3 ird
necessitar de interacdes adicionais, que podem restringir a sua mobilidade conformacional, para
se manter posicionada sobre o framework conferindo estabilidade a estrutura global [53]. E este

fato pode explicar o porqué al¢as mais compridas nem sempre refletem em maiores valores de
RMSD.
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5.2.2 Ramachandran

Os valores de phi e psi permitidos para vdrias estruturas secunddrias estdo dispostas
na Figura 18. As dreas sombreadas em azul escuro refletem conformagdes que nao envolvem
impedimento estérico e, portanto, sdo totalmente favoraveis, em azul médio estdo indicadas as
conformacgdes permitidas nos limites extremos para contatos atdmicos desfavoraveis e em azul
claro estdo refletidas as conformacdes que sdao permitidas se houver um pouco de flexibilidade nos
angulos de ligacdo. A glicina (Gly) € o residuo menos impedido estericamente ja que sua cadeia
lateral tem apenas um 4 tomo de hidrogénio e, por isso, possui maior flexibilidade de combinacdes

de angulos phi e psi exibindo uma faixa muito mais ampla de conformacdes permitidas [40].
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Figura 16 — Regides do grafico de Ramachandran para estruturas secunddrias.

A amostragem da combinacdo de Angulos diédricos ¢ /¢ do backbone das regides CDR1-
3 é mostrado pelos graficos de Ramachandran na Figura 17. Este tipo de grafico é frequentemente

utilizado para atribuir propensdes de elementos de estrutura secunddria a proteina.
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Figura 17 — Grafico de Ramachandran em 2D e 3D, a regido contornada em vermelho € a mais
favordvel e a mais populosa; a amarela permitida e a azul aceitavel. A legenda traz o
nimero de combina¢des encontradas em determinada regidao (populagao).
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No grafico de Ramachandran as populagdes sdao agrupadas por meio da frequéncia de
combinacdes ¢ /. Regides de alca que possuem alta diversidade conformacional podem adotar
combinagdes de angulos ¢/ em todos os quatro quadrantes no grafico de Ramachandran. Em
contraste aos outros elementos de estrutura secunddria mostrados na Figura 17, que ocupam regioes
limitadas. Uma vez que alcas ndo possuem regido exata para cair no grafico de Ramachandran, a
construgdo do perfil de distribuicio de frequéncias de combinac¢des de Angulo ¢ /iy para as alcas
CDR dos VHH pode ser um dado util do ponto de vista da engenharia de novos VHHs. Este € o
primeiro dado de mapeamento da tor¢do dos angulos diédricos ao longo do tempo para algas de

um grande conjunto de estruturas de VHHs.

O perfil de amostragem de conformacdes para a CDR1 e CDR?2 € bastante simil diferindo
nas regides tipicas de glicina, que sdo mais expressivas para a CDR2, e podem ser melhor
visualizadas no grafico em 3D. A informacado mais importante que podemos extrair dos graficos

de Ramachandran € a respeito da CDR3, que apesar da sua alta variabilidade de sequéncia e

estrutural apresenta um perfil bem estruturado, ou seja, apresentando-se com picos concentrados.

Além disso, a CDR3 € a tinica a amostrar na regiao destinada a -hélice, indicando que a formacao

deste tipo de estrutura em uma regidao de alca pode ser bastante comum em VHHs de al¢as longas.
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5.2.3 RMSF

A flutuacdo quadréitica média (RMSF) foi computada para os 4tomos do Backbone (C,
N, O) de cada residuo de aminodcido em funcio do tempo durante as simula¢des de dindmica
molecular, e podem ser verificadas através dos graficos do Apéndice III. O RMSF fornece
uma estimativa da flexibilidade de uma proteina, assim, quanto maiores forem os seus valores,
mais elevada serd a flexibilidade de uma dada regido. Novamente, como as regioes de interesse
compreendem aos CDRI, 2 e 3 os seus valores médios de RMSF por residuo acompanhados dos
seus desvios foram calculados Tabela 3. O valor médio de RMSF para as estruturas de VHHs
que compdem o0 nosso conjunto de dados € de 0.12 nm, indicando um perfil de baixa mobilidade
global. Dados reportados na literatura apresentam valores de RMSF para VHHs equivalentes
aos apresentados aqui (aproximadamente 0.1 nm) [47, 48]. Regides que possuem seu nucleo
baseado em folhas-g flutuam relativamente pouco, de tal forma que, valores altos de RMSF para
a estrutura global nao eram esperados. Porém, cabe ressaltar que 0.12 nm € um valor baixo de

RMSF em proteinas.



compdem cada CDR.

Tabela 3 — Valores médios de RMSF e seus respectivos desvios padrdo para cada uma das estruturas, acompanhadas da quantidade de residuos que

CDRI1 CDR2 CDR3
CodigoPDB  Comp. RMSF Médio DP Comp. RMSF Médio DP Comp. RMSF Médio DP
2X89 13 0.198535 0.0372402 10 0.04145 0.00614297 21 0.197795 0.051995
4GZ1 13 0.147523 0.0341796 8 0.0808444 0.0157641 11 0.0635273 0.0141056
4JVP 13 0.1203125  0.03342595 10 0.08316 0.0291577 20 0.163505 0.0645271
4QRL 13 0.1457718  0.02181246 10 0.04879 0.0143248 17 0.115871 0.0430464
4S11 13 0.1581969  0.04705528 10 0.05149 0.020301 20 0.0611273 0.0203554
SBOP 13 0.1978736  0.04001426 10 0.05856 0.0160551 18 0.0806778 0.0310907
SDA4 13 0.1324927  0.03477959 10 0.0376556  0.00772255 15 0.15178 0.0395734
SE0Q 13 0.1540898  0.02644915 10 0.10558 0.023468 19 0.224595 0.0898233
S5VL2 13 0.1485467  0.02033043 10 0.07621 0.0186019 17 0.0480941  0.00767777
2X10 13 0.1937915  0.02147979 10 0.05143 0.00855636 15 0.120287 0.0386899
S5TP3 13 0.1204921  0.02880867 10 0.08388 0.0268589 10 0.124933 0.0387674
SM2W 13 0.2581384  0.03556023 9 0.0829333 0.0177867 13 0.0646 0.014747
51P4 13 0.1827404 0.0437286 8 0.0576125  0.00853387 6 0.0364333  0.00493261
SIVN 13 0.1253076  0.02358382 10 0.03747 0.00887206 15 0.0724933 0.019347
SH8D 13 0.1770073  0.05541751 10 0.13891 0.0529439 0.0271 0.00427843
50CL 13 0.1169595  0.02384481 9 0.0762111 0.0152323 0.0395889  0.00646886
SM7Q 10 0.1443448  0.02107775 10 0.08556 0.0269215 14 0.0422357 0.0107596
3STB 13 0.198471 0.05200875 0.0487444 0.0105694 20 0.19916 0.0720653
SE7B 13 0.2386534  0.03567436 0.0597667 0.0168667 19 0.239011 0.0616162
3EAK 16 0.1944556 0.0223888 10 0.05001 0.00995082 18 0.07515 0.0127362
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Tabela 3 — Valores médios de RMSF e seus respectivos desvios padrdo para cada uma das estruturas, acompanhadas da quantidade de residuos que

compdem cada CDR.

CDRI1 CDR2 CDR3
CodigoPDB  Comp. RMSF Médio DP Comp. RMSF Médio DP Comp. RMSF Médio DP
SHGG 13 0.1320518  0.02619536 10 0.12185 0.0159275 20 0.11836 0.0360556
4WEM 13 0.149312 0.02205825 9 0.0482778 0.012679 15 0.06562 0.0191274
4LHQ 13 0.185926 0.03396678 10 0.03978 0.00837029 22 0.05515 0.0132792
SLZ0 13 0.1965426  0.02995731 10 0.09169 0.0313977 19 0.1419 0.059432
SIML 13 0.1927941  0.03415979 10 0.06586 0.0198723 18 0.0851056 0.0359794
5U65 13 0.1031913  0.02893218 9 0.0955111 0.0323645 21 0.121919 0.037491
4W6X 13 0.1030699  0.02077182 10 0.08434 0.0292034 18 0.07688899 0.022261
4EIG 13 0.1487153  0.02884758 9 0.0712556 0.0192802 11 0.0765364 0.0208634
4N9O 13 0.2351382 0.0512528 10 0.04034 0.00579045 18 0.122388 0.0353857
3K74 13 0.09813245  0.03937275 10 0.07218 0.0157197 10 0.05408 0.00967813
4AQ1 13 0.2058599  0.06373135 10 0.07041 0.0259456 17 0.134794 0.0292714
2XT1 13 0.1744391  0.02374836 10 0.08023 0.0156437 6 0.04239 0.00881589
3G9A 13 0.134585 0.01225168 9 0.0539111 0.017966 25 0.086036 0.0336967
SIMK 13 0.1538599  0.04887579 10 0.07085 0.026613 18 0.0561111 0.0169592
4GFT 14 0.09420854  0.01740922 10 0.05485 0.024869 17 0.0612176 0.0108869
4113 13 0.1261177  0.01913298 10 0.06099 0.014916 20 0.107005 0.021426
4LGR 13 0.2048378  0.03805738 9 0.08782222  0.0207315 13 0.146538 0.0453755
6EZW 13 0.1086061  0.02504498 10 0.04574 0.00443777 20 0.10587 0.032483
SM13 13 0.1196115 0.0254131 10 0.04113 0.00756557 18 0.04113 0.00756557
SMY6 13 0.1876223 0.0420441 9 0.0927333 0.0180997 9 0.0468333  0.00731693
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Com o aumento do comprimento de al¢as e por conseguinte o aumento do nimero de
graus de liberdade, esperdvamos observar uma tendéncia crescente na flexibilidade estrutural das
alcas CDR. A elevacdo da flexibilidade € observada através do aumento nos valores de RMSF. A
fim de avaliar a influéncia do comprimento das CDRs na flexibilidade desta regido, os valores

médios de RMSF e seus respectivos desvios padrao foram plotados em fun¢do do comprimento

de alca (Figura 18).
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Figura 18 — Grafico do RMSF médio de cada regido de CDR fun¢do do comprimento de CDR.

Como mostram os valores de 2, nenhuma correlagdo significativa foi encontrada entre o
comprimento de alcas CDR e a sua a flexibilidade. Os valores médios de RMSF para a CDRI1,
CDR2 e CDR3 foram de 0.09 nm, 0.09 nm e 0.05 nm, respectivamente. Uma vez que as CDRs
sdo regioes compostas por al¢as existe naturalmente uma maior liberdade para se mover. Dessa
forma, era esperado que os valores de RMSF médios fossem mais elevados em comparacao a
estrutura global, principalmente para a CDR3, em contrapartida o que estes resultados indicam €

que as CDRs sdo regides surpreendentemente rigidas.

Como o CDR1 e CDR2 nao possuem diversidade de comprimento de al¢a, novamente
observa-se o agrupamento de pontos. A CDR2 € a regido que possui as algas mais curtas, além
disso nao possui alta diversidade de sequéncia em comparagao as demais CDRs dos VHHs

e isto nos d4 uma clareza do porqué esta regido apresentou a menor flexibilidade. J4 para a
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CDRI1 o que chama a atengdo € a expressiva variagdo nos valores de RMSF dentro o grupo
que apresenta mesmo comprimento de al¢a, que pode ser justificada: I) Pela variabilidade de
sequéncia conferida pelos hotspots mutacionais nas posi¢des 28 e 30; II) [10]. Comumente,
algumas estruturas de VHHs que possuem uma ligagcdo dissulfeto extra situada entre as alcas
CDR1 e CDR3, podendo levar a uma reducdo da mobilidade de ambas as regides [2, 12]. A
explicacdo plausivel para a baixa flexibilidade das longas alcas CDR3 também poderia decair
sobre a sua funcionalidade estrutural na manuten¢ao da estabilidade global da estrutura de
VHH. Para alguns pontos, até € possivel observar uma tendéncia crescente entre flexibilidade e

comprimento de alca, porém este ndo € o perfil geral apresentado pelos nossos dados.

5.2.4 Analise da flexibilidade em funcao da energia livre de ligacao de
VHHs

Para 9 estruturas de VHH do nosso conjunto valores de energia livre de ligacdo, medidos
experimentalmente, frente a antigenos foram reportados na literatura [54]. A flexibilidade de algas
¢ critica para funcdes bioldgicas, exercendo um importante papel no reconhecimento molecular
[55]. Se faz necessario que haja um balango de flexibilidade, pois extremos sdo desfavordveis

entropicamente a interacdo intermolecular frente a antigenos.

As algas CDRs de VHHs sdo as regides responsdveis pelo reconhecimento ao antigeno
e 0s nossos dados até o momento indicaram que a flexibilidade seria um reflexo direto nao do
comprimento de alcas, mas da identidade de residuos que as compdem. Para avaliar a influéncia
da flexibilidade das regidoes CDR1-3 na energia livre de ligacdo a antigenos, valores de RMSF
médios por residuo para cada CDR1-3, para cada uma das 9 estruturas, foram plotados versus
AG pjng Figura 19.

R2=0.52 R2=0.53 RZ =0.71
CDR1 CDR2 CDR3

AGying (kcatmol)
Y
|

.20 | ] l | | | | l I
0 005 01 015 02 005 01 015 02 005 01 015 02

RMSF (nm)

Figura 19 — Correlacdo entre a energia livre de ligacdo e o RMSF médio para o CDR1-3 de 9 estruturas
de VHH.
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Correlagdes baixas foram encontradas paraa CDR1 e CDR2, 0.52 e 0.53, respectivamente.
J4 para o CDR3 pudemos obter uma correlacdo moderada de 0.71 Dentro do nosso conjunto
de dados todos os CDRs apresentam-se rigidos, mas para o CDR3, dentro dessa faixa, quanto
maior a flexibilidade melhor a energia de ligacao. E este é um forte indicio da ocorréncia de
um ajuste induzido para esta regido ao interagir com o antigeno. Utilizando como referéncia os
dados obtidos no presente estudo este valor 6timo de flexibilidade deve ter o seu limite em 0.2
nm. Adicionalmente, uma varidvel que ndo estd sendo avaliada leva em conta quais os tipos de
antigenos a que estes VHHSs estdo ligados, pois VHHs podem interagir com um amplo espectro
de moléculas através de diferentes mecanismos. Diferentes mecanismos de intera¢do implicardo

em diferentes comprimentos de alcas e a identidade de residuos que as compdem.

A flexibilidade de alcas em anticorpos convencionais t€m sido tema de alguns estudos e
duas tendéncias podem ser delineadas a este respeito. A primeira, indica que um aumento da
rigidez da alga CDR3 do dominio VH de anticorpos convencionais ocorre apds a maturacao de
afinidade e, dessa maneira, a flexibilidade conformacional € redistribuida para o dominio VL
[56]. A segunda, indica que ndo ha grandes diferencga de flexibilidade entre anticorpos antes de
depois da maturacao de afinidade. Sugerindo que a rigidificacdao € apenas um dos mecanismos

biofisicos para aumentar a afinidade [57].

Dentro do nosso conjunto de dados de uma maneira geral as algas CDR apresentaram
baixa flexibilidade, todavia para uma parcela das estruturas foi demonstrado que um aumento
controlado de flexibilidade reflete em aumento da afinidade de ligag@o. Partindo desse pressuposto
e estendendo as observacdes a respeito de rigidez/flexibilidade de anticorpos convencionais para
os VHHs, os nossos dados ajustam-se a sugestdao de que de que diferentes antigenos exigirdo, de

fato, diferentes mecanismos biofisicos para aumentar a afinidade.

5.2.5 SASA e Conservacao de Sequéncia

Para identificar a exposicao dos residuos nos CDRs, avaliou-se a superficie de acessibili-
dade ao solvente (SASA). Por meio do SASA € possivel avaliar a propensiao de um determinado
residuo interagir com o antigeno, baseado na sua drea exposta ao solvente. O SASA foi calculado
para cada residuo que compdem a CDRI1, 2 e 3 individualmente em cada uma das estruturas
de VHHs. Os valores de SASA foram compilados para uma mesma regido (CDR1, 2 e 3) nas
diferentes estruturas e aplicados na constru¢do de um indice que caracterizou estatisticamente os
residuos que mais contribuem dentro de cada drea de CDR1, CDR2 e CDR3 para os VHHs do
nosso conjunto de dados. O indice de acessibilidade ao solvente (IAS) foi cdlculo por meio da

seguinte equagao:

2. SASArestepr
N

IAS =

(5.1)

Na qual, o somatério dos valores de SASA para um dado residuo foi multiplicado pela
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frequéncia com que esse residuo estd presente naquela CDR divido pelo nimero total de estruturas

do conjunto (N). Os valores de contribui¢c@o para cada residuo em cada CDR € mostrado nas

Figura 20.
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Figura 20 — indice de acessibilidade ao solvente para o CDR1-3.

A informacao fornecida por esses indices para as CDRs acoplada ao grafico de conservacao

Residuos

de sequéncia referente as 40 estruturas do nosso conjunto de dados Figura 21 sugerem a

possibilidade que um determinado residuo possui de exercer uma fungdo estrutural ou de ser

determinante para a especificidade de ligacdao. No grafico de conservacao de sequéncia, quanto

maior a escala de representacio do cddigo de uma letra do aminodcido, maior a frequéncia desse

aminodcido nessa posic¢ao.
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Figura 21 — Gréfico de Conservacdo de sequéncia; as regides referentes aos CDRI1, 2 e 3 estdo
demarcadas por bastdes em preto, vermelho e azul.

Bits

Bits

Se um determinado residuo € conservado em qualquer posi¢ao de uma determinada CDR
e, além disso, apresenta baixo indice de acessibilidade ao solvente dentro daquela CDR, sugere-se
que este residuo tem alta propensao de exercer uma fung¢do estrutural. Em uma outra situagao,
para o caso de um residuo que nao € conservado para nenhuma posicao de uma determinada
CDR, mas apresenta alto indice de acessibilidade ao solvente dentro daquela CDR, sugere-se
que este residuo tem alta propensdo de conferir especificidade frente a antigenos. Ressalta-se
que o fato de um residuo ser apontado como uma peca na manutenc¢ao estrutural de determinada
alca ndo excluf a possibilidade do mesmo estar envolvido em uma interacdo com o antigeno. Em
média, a regido CDRI1 situa-se entre as posicoes 23-35 e os residuos que mais contribuem para
a sua drea exposta ao solvente sdo a alanina (A), glicina (G), treonina (T) e serina (S). Dentre
estes residuos a A, S e G sdo conservadas no CDRI1, sendo que a a A e S ocupam mais de
uma posi¢ao. Apesar do 4cido glutamico (E) ocupar uma posi¢ao conservada no CDR1 o seu
valor de IAS € baixo, sugerindo que provavelmente apenas a sua regidao polar carregada esta
disponivel na superficie, enquanto que o resto de sua cadeia estd posicionada em dire¢do ao
nucleo proteico. Esse tipo de configuragdo confere solubilidade a estrutura de VHH. A arginina
(R) também estd numa posi¢do conservada mas apresenta maior contribuicao para a superficie
da CDRI1, podendo estar envolvida em tipos de intera¢des diferentes da ultima exemplificada.

Outros residuos polares(dcido aspdrtico (D), lisina (K) e asparagina (N)) e apolares (valina (V),
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isoleucina (I), e leucina (L), assumem contribuicdes diversas para a drea da CDR1, sugerindo
que possuem a possibilidade de conferir especificidade. Dentre os aromdticos conservados e que

contribuem para a drea do CDR1 estao a tirosina (Y) e a fenilalanina (F).

A CDR2 em média situa-se entre as posicdes 59 e 60 para o nosso conjunto de dados.
Em comparac¢do as demais CDRs, a CDR2 € regidao a que possui a drea da superficie menos
exposta ao solvente. Os residuos que possuem maior contribui¢do para a drea exposta sio a serina
(S), treonina (T) e glicina (G). Dentre estes, apenas a G € conservada e, de maneira interessante
ocupa trés posicoes consecutivas na sequéncia. Uma vez que a CDR2 € a al¢a mais curta e
menos diversa sequencialmente, estas trés G devem conferir maior flexibilidade a regido. Os
residuos polares arginina (R), dcido aspdrtico (D) e asparagina (N) e o aromadtica tirosina (Y) nao
sdo conservados e estdo expostos ao solvente, sugerindo que podem conferir especificidade ao
CDR2. Isoleucina (I), alanina (A) e valina (V) sdo conservados e € muito provavél que tenham
funcionalidade estrutural. A CDR3 € bastante variada e para no nosso conjunto de dados assume
uma faixa que vai da posicdo 94 a 122. A variabilidade de sequéncia desta regido fica bem
evidente no grafico de conservacdo de sequéncia. Os residuos que mais contribuem para a area
exposta ao solvente sdo alanina (A), glicina (G), arginina (R), serina (S) e tirosina (Y). Dentre
estes, a A, Y, G e R sdo conservados sugerindo funcao estrutural. A prolina (P) e o triptofano
(W) sdo sabidamente residuos que tem func¢do estrutural e, como mostram os nossos dados, ndao
exibiram altos valores de exposi¢cao ao solvente e sao conservados. O dcido glutamico também
aparece em posicao conservada e possui um valor de exposi¢do ao solvente razodvel. Todos os
demais residuos que possuem a possibilidade de conferir especificidade a essa regido. A CDR1
nao possui nenhuma contribuicdo da glutamina(Q), ja a CDR2 ndo possui nenhuma contribui¢do

da histidina. Todos os residuos de aminodcidos foram observados para a CDR3.

A fim de caracterizar o perfil quimico geral das regides de CDR, agrupamos os residuos
encontrados em cada CDR em cinco grupos de contribuicdo: apolares, aromaticos, polares

histidina e carregados Figura 22.
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Figura 22 — Carater quimico das regidoes CDr1-3 de acordo com as contribui¢cdes para a drea acessivel ao

solvente.
DR1
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Para a CDR1 e CDR2 a propensao de interacdes € majoritariamente polar. A CDR2 é a
regido com menor contribuicdo de residuos arométicos. Na CDR3 o que se observa € um balango

entre residuos de cardter hidrofébico e polar.
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Conclusoes

Através de simulagdes por dindmica molecular o presente estudo identificou e caracterizou
o perfil dinamico estrutural das alcas CDR1-3 para 40 estruturas de VHHs. Diferentemente do
que era esperado, a amplitude da diversidade conformacional e a flexibilidade ndo possuem
correlacdo com o comprimento das algas CDR. Tanto a diversidade de conformacional quanto a
flexibilidade sdo um reflexo ndo do comprimento de alcas, mas da identidade de residuos que
compoem essas al¢as. Excepcionalmente, ao elevar a flexibilidade da CDR3 h4 um aumento na
afinidade de ligacdo. Estes dados sdo inéditos na literatura de VHHs até o momento e suplantam a
hipétese de que a rigidificag@o ou flexibilizacdo de algas € apenas um dos mecanismos biofisicos
para aumentar a afinidade. A combinacdo de variados comprimentos de alcas e diversidade
de sequéncia elevam o repertério das interagdes que o CDR3 utiliza para exercer as suas duas
fungdes: contribuir com estabilidade global da estrutura de VHH e a interacdo com o antigeno.
Apesar da diversidade de sequéncia a CDR3 apresentou um perfil de alga bem estruturada, com
picos concentrados, refor¢cando dessa al¢a na manutengao da estabilidade global da estrutura
de VHH. O indice de acessibilidade ao solvente (IAS) forneceu informagdes valiosas a respeito
do cardter quimico das CDRs e da identidade dos residuos que a compdem, atribuindo pesos a
propensao que estes possuem de atuarem como uma pega estrutural ou conferindo especificidade
frente a antigenos. Todos esses achacados poderdo, potencialmente, racionalizar o desenho

racional de novos VHHSs.
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ANEXO A - RMSD

Figura 23 — Gréficos de RMSD em fung¢do do tempo de simulacdo referente ao Backbone (C, N,
O) gerados por dinamica molecular paraca cada uma das estruturas de VHH.
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ANEXO B - RMSF

Figura 29 — Graficos de RMSF em funcio do tempo de simulacdo referente ao Backbone (C, N,
O) gerados por dinamica molecular paraca cada uma das estruturas de VHH.
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