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RESUMO

ARRUDA-DIOGO, Marcel, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, outubro de 2021.
Desenho racional e expressão de anticorpos scFv como ferramenta biotecnológica no
diagnóstico da COVID-19. Orientadora: Juliana Lopes Rangel Fietto. Coorientador: Marcelo
Depólo Polêto.

A COVID-19 é uma doença altamente contagiosa causada pelo novo coronavirus SARS-CoV-

2 e declarada pandêmica pela Organização Mundial da Saúde no dia 11 de março de 2020. Os

sintomas da doença variam deste um resfriado até falência múltipla de órgãos, culminado na

morte do panciente. O diagnóstico confirmatório da doença é realizada pelo método da RT -

PCR. Entretanto, as limitações atribuídas a técnica se fez necessário o desenvolvimento de

novos métodos para auxiliar no rastreio da doença, os quais não apresentam sensibilidade e

especificidade satisfatórias. Deste modo, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um

anticorpo scFv engenheirado direcionado a um epítopo localizado na proteína spike presente

na membrana do vírus utilizando ferramentas de biofísica computacional e produzir a proteína

recombinante por expressão heteróloga em E. coli para ser aplicada no desenvolvimento um

novo teste diagnóstico acurado, de manuseio fácil e de ampla distribuição para auxiliar no

combate da COVID-19. O capítulo 1 deste trabalho apresenta toda a metodologia utilizada

para desenhar o anticorpo scFv otimizado, o qual foi produzido a partir de métodos como a

modelagem computacional, mutações sítio-dirigidas e simulações de dinâmica molecular. O

capítulo 2 demonstra todos os processos realizados no desenho e obtenção do gene sintético,

padronização da expressão e purificação dos anticorpos scFv recombinantes e os testes de

estabilidade das proteínas. A combinação de métodos in silico e in vitro se mostra promissor

no desenvolvimento de novos produtos biotenológicos, em menor tempo de produção e

também menor custo do produto final, sendo de suma importância em cenários emergenciais

como a pandemia da COVID-19.

Palavras-chave: ScFv anti-Spike do SARS-CoV-2. Fragmento de cadeia única Fv de anticorpo

anti-Spike do SARS-CoV-2. Anticorpo anti-Spike do SARS-CoV-2. Diagnótico de COVID-

19. Anticorpo monoclonal anti-SARS-CoV-2.



ABSTRACT

ARRUDA-DIOGO, Marcel, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, October, 2021. Rational
design and expression of scFv antibodies as a biotechnological tool in the diagnosis of
COVID-19. Adviser: Juliana Lopes Rangel Fietto. Co-adviser: Marcelo Depólo Polêto.

COVID-19 is a highly contagious disease caused by the new coronavirus SARS-CoV-2 and

declared as pandemic by the World Health Organization on March 11, 2020. The disease

symptoms range from a cold to multiple organ failure, culminating in death of the patient.

Confirmatory diagnosis of the disease is performed by RT - PCR method. However, the

limitations attributed to the technique made it necessary to develop new methods to assist in

screening for the disease, which do not present satisfactory sensitivity and specificity. Thus,

the objective of this work was to develop an engineered scFv antibody directed to an epitope

located in the spike protein present in the virus membrane using computational biophysics

tools and to produce a recombinant protein by heterologous expression in E. coli to be apply

in development of a new accurate diagnostic test, easy handling and wide distribution to help

fight against COVID-19. Chapter 1 of this work presents the entire methodology used to

design the optimized scFv antibody, which was produced from methods such as

computational modeling, site-directed mutations and molecular dynamics simulations.

Chapter 2 demonstrates all the processes performed in the design and production of the

synthetic gene, standardization of expression and purification of recombinant scFv antibody

and protein stability tests. The combination of in silico and in vitro methods shows promise in

the development of new biotechnological products, with shorter production time and also

lower cost of the final product, being of paramount importance in emergency scenarios such

as the COVID-19 pandemic.

Keywords: SARS-CoV-2 anti-Spike scFv. SARS-CoV-2 anti-Spike antibody Fv single chain

fragment. Anti-SARS-CoV-2 Spike antibody. COVID-19 diagnostic. Anti-SARS-CoV-2

monoclonal antibody.
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1 INTRODUÇÃO GERAL

No final de 2019, um surto de pneumonia de origem desconhecida se alastrou pela

província de Hubei, localizada na China Continental, sendo reportada no mesmo mês à

Organização Mundial da Saúde (OMS). Em janeiro de 2020, pesquisadores isolaram e

idenficaram o organismo responsável pela doença, classificando-o como SARS-CoV-2,

pertencente ao gênero β-coronavirus, o qual se assemelha em 79,6% do seu gênoma com o do

vírus SARS-CoV, causador da Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS), e nomearam a

doença como COVID-19 (HARAPAN et al., 2020; HU et al., 2020).

O SARS-CoV-2 é um vírus esférico formado por um núcleo de RNA de fita simples, o

qual codifica quatro proteínas responsáveis pela montagem de sua estrutura: proteína

nucleocapsídeo (N), proteína membrana (M), proteína do envelope (E) e a proteína spike (S)

(JIN et al., 2020). A proteína S se subdivide nas unidades S1 e S2, sendo a primeira

responsável por interagir com a célula do hospedeiro e a última por auxiliar no processo de

infecção viral (MARIANO et al., 2020). Normalmente, a forma de transmissão mais comum

da COVID-19 ocorre por meio das vias respiratórias, onde o vírus se aloja no epitélio

pulmonar do hospedeiro e inicia o seu processo de replicação. Nessa etapa, o indivíduo pode

permanecer assintomático ou gerar uma resposta exarcerbada do sistema imune, podendo

levar o doente ao óbito (WIERSINGA et al., 2020).

Com o avanço da disseminação da COVID-19 pelo mundo se fez necessário o

desenvolvimento de métodos sensíveis para diagnosticar e isolar indivíduos doentes daqueles

saudáveis, com o intuito de promover o controle da doença (ZALZALA, 2020). Entretando, o

padrão ouro utilizado para confirmar a infecção pelo SARS-CoV-2, realizado por meio da

técnica de RT-PCR, ainda é inacessível para a testagem geral da população devido ao alto

custo embutido e a necessidade de mão de obra qualificada (SCOHY et al., 2020). Métodos

menos acurados são empregados para auxiliar no rastreio da doença como os testes rápidos

sorológicos, a tomografia computadorizada de tórax, exames de marcadores bioquímicos,

hemograma, leucograma e o histórico clínico apresentado pelo paciente (IYER et al., 2020).

Com base no que foi exposto, o desenvolvimento de tecnologias de modo racional,

utilizando ferramentas de biofísica computacional em conjunto com a produção in vitro do

insumo torna-se uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos testes mais

baratos e acurados para auxiliar no combate da COVID-19.
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 CORONAVIRUS DISEASE 2019 (COVID-19): ORIGEM E EPIDEMIOLOGIA DA

DOENÇA

No dia 08 de dezembro de 2019, um grupo de pacientes apresentando sintomatologia

característica de pneumonia, com etiologia desconhecida, deram entrada no hospital em

Wuhan, localizado na província de Hubei, a 7ª cidade mais populosa da China Continental

(HARAPAN et al., 2020; HU et al., 2020). Exames clínicos, laboratoriais e radiológicos

realizados mostraram a presença de febre, linfocitopenia, leucocitopenia, infiltrado pulmonar

e ineficácia a antibioticoterapia, hipotetizando uma nova pneumonia de origem viral (JIN et

al., 2020; WU et al., 2020c; ZHOU et al., 2020).

A rápida disseminação da doença pelas áreas de Wuhan levaram as autoridades

sanitárias chinesas a notificar à Organização Mundial da Saúde (OMS) no dia 31 de dezembro

daquele mesmo mês sobre uma nova pneumonia de etiologia desconhecida e de interesse

internacional, a qual emergia no país (WU et al., 2020b; YUKI et al., 2020).

Logo no início de 2020, pesquisadores chineses foram capazes de isolar o possível

agente causador da doença a partir de amostras de lavagem broncoalveolar coletadas de

paciente apresentando pneumonia grave, submetendo-o ao sequenciamento do material

genômico para a caracterização do organismo (WU et al., 2020a). No dia 7 de janeiro, os

cientistas identificaram esse novo patógeno como pertencente à família Coronaviridae, sendo

anunciado publicamente pelo governo Chinês no dia 9 de Janeiro, No dia seguinte, o esboço

do genoma viral (WH-Human_1) havia sido publicado no site virological.org para fornecer

auxilio nas medidas adotadas pelas agências de saúde global, e, no dia 12 de janeiro, quatro

novos genomas já haviam sidos depositados no banco de dados Global Initiative on Sharing

All Influenza Data (GISAID) (HU et al., 2020; MALIK, 2020; ZHENG, 2020). Com base em

análises das sequências em relação a outros vírus, a OMS nomeou esse novo vírus como

2019n-CoV (2019 novel CoV) (HARAPAN et al., 2020; MEO et al., 2020).

No dia 11 de Fevereiro de 2020 o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus

decretou o nome oficial desse novo patógeno como SARS-CoV-2 (do inglês sereve acute

respiratory syndrome coronavirus 2), devido a 79,6% de identidade apresentada por sua

sequência genômica quando alinhada à do SARS-CoV (do inglês sereve acute respiratory
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syndrome coronavirus), responsável pela Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS)

ocorrida no ano de 2002-2003. e no mesmo dia, a OMS classificou a doença como

Coronavírus disease 2019 (COVID-19). No dia 11 de março de 2020, a OMS declarou

oficialmente a COVID-19 como pandemia (HSU et al., 2020; HU et al., 2020; ZHOU et al.,

2020).

A taxa em que uma pessoa infectada pode transmitir o vírus para outra saudável (R0),

inicialmente foi calculada pela OMS como valores entre 1,4 a 2,4, sendo que R0 ≥ 1 indica

que a doença é altamente contagiosa. Porém, estudos realizados por Rabi et al. (2020),

demonstraram que estes valores se encontravam entre 2,24 a 3,58. Essa diferença se deve ao

caráter epidemiológico da região observada, podendo variar de acordo com as medidas

sanitárias adotadas pelo governo local. Entretanto, apesar desse novo coronavirus ser

facilmente dispersado e virulento, sua taxa de letalidade permanece baixa em relação aos

outros vírus pertencentes à mesma família, apresentando apenas 4.94% de óbitos entre os

infectados, em comparação ao SARS-CoV (2002-2003) o qual mostrava 9.56% de

mortalidade e ao MERS-CoV (do inglês middle east respiratory syndrome coronavirus)

(2012-2013) com 34.40% de mortalidade (RABI et al., 2020; SAMUDRALA et al., 2020;

SHETTY et al., 2020).

2.2 A FAMÍLIA CORONAVÍRUS: ASPECTOS GERAIS

A descoberta dos primeiros coronavírus humanos (HCoV) remetem ao ano de 1960,

sendo organismos pertencentes à família Coronaviridae, maior família da ordem Nidovirales,

e conhecidos por infectar humanos, pássaros, morcegos, cobras, ratos, girafas, baleias e outros

animais selvagens. Além disso, os coronavírus também infectam rebanhos (SADS-CoV do

inglês swine acute diarrhea syndrome coronavirus) e animais domésticos, onde estes podem

desempenhar papel de hospedeiros intermediários, permitindo a transmissão do vírus para

outros animais selvagens e desses para o ser humano. A família Coronaviridae se subdivide

em duas famílias: Torovirinae e Orthocoronavirinae, a qual inclui quatro gêneros (α-

coronavirus, β-coronavirus, γ-coronavirus e δ-coronavirus) (Figura 1) (ASHOUR et al., 2020;

EDWARDS et al., 2020; FUNG et al., 2020; HASÖKSÜZ et al., 2020; RABI et al., 2020)..

Desde meados dos anos 60, quatro HCoV endêmicos, reconhecidos como HCoV-229E,

HCoV-OC43, HCoV-NL63 e HCoV-HKU1 são responsáveis por causar cerca de um terço

das doenças que acometem o trato respiratório superior de forma branda. Entretanto, esse
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cenário se agravou no início do século XXI com o surto da Síndrome Respiratória Aguda

Grave (SARS do inglês severe acute respiratory syndrome, ou SRAG, em português) na

China causado pelo coronavírus SARS-CoV nos anos de 2002-2003, sendo a transmissão

desse vírus ao ser humano ocorrida por intermédio de um mamífero chamado Civeta. Mais

tarde, nos anos de 2012-2013 na Arábia Saudita, ocorre a explosão da Síndrome Respiratória

do Oriente Médio causada pelo coronavírus MERS-CoV transmitido ao ser humano por meio

do contato com camelos infectados (ANDERSEN et al., 2020; FEHR et al., 2017; LIU et al.,

2020; LUDWIG et al., 2020; MEO et al., 2020; WU et al., 2020a; YANG et al., 2020).

Atualmente, não se sabe ao certo a origem zoonótica da transmissão do SARS-CoV-2 ou se

esse originou apenas do contato de pessoa para pessoa, fazendo com que diversas hipóteses

estejam sendo estudadas pelos pesquisadores (Figura 1) (LYTRAS et al., 2021).

Figura 1 - Origem zoonótica de alguns coronavirus humanos (HCoV).

A caixa vermelha destaca o novo β-coronavirus SARS-CoV-2, o qual ainda não se sabe ao certo sua origem

zoonótica. Fonte: Adaptado de RABI et al., (2020).

2.2.1 Morfologia do SARS-CoV-2 e organização do genoma viral

Estudos referentes à morfologia viral obtidos por imagens de microscopia eletrônica

demonstraram que, assim como outros vírus pertencentes ao gênero β-coronavirus, o SARS-

CoV-2 possui formato esférico, podendo variar de 60 a 100 nm de diâmetro (Figura 2a). O
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genoma do vírus é formado por uma molécula de RNA de fita simples de sentido positivo

(+ssRNA) com aproximadamente 26 a 32 kb (JIN et al., 2020; KUMAR et al., 2020; ZHENG,

2020; GRUDLEWSKA-BUDA et al., 2021).

Figura 2 - Estrutura e organização genômica do vírus SARS-CoV-2.

(A) Morfologia e distribuição das proteínas estruturais do vírus: proteína nucleocapsídeo (N), proteína

membrana (M), proteína do envelope (E) e proteína spike (S). (B) Organização do genoma viral. Fonte:

Adaptado de KUMAR et al. (2020); YANG et al. (2020).

A região 5’ do genoma é composto pelos quadros abertos de leitura (ORFs, do inglês

open read frames) 1a e 1ab, sendo o gene ORF1a responsável por codificar as proteínas pp1a

que contém 10 proteínas não estruturais chamadas nsps (do inglês non-structural proteins)

(nsp1, nsp2, nsp3, nsp4, nsp5, nsp6, nsp7, nsp8, nsp9 e nsp10), e o gene ORF1ab codifica

para a proteína pp1ab, a qual compreende além das nsps de 1-10 outras cinco proteínas não

estruturais (nsp12, nsp13, nsp14, nsp15 e nsp16). Por outro lado, a região terminal 3’ do

genoma codifica para quatro proteínas estruturais denominadas proteína nucleocapsídeo (N),

proteína membrana (M), proteína do envelope (E) e a proteína spike (S). Além dessas

moléculas, o genoma do SARS-CoV-2 também apresenta oito proteínas acessórias: 3a, 3b, p6,

7a, 7b, 8b, 9b e ORF14 (Figura 2b) (MALIK, 2020; ORTIZ-PRADO et al., 2020; YANG et

al., 2020).
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2.2.1.1 Proteína Nucleocapsídeo (N)

Ligado a molécula de RNA no interior do vírus, o SARS-CoV-2 apresenta uma

proteína denominada nucleocapsídeo (N) composta por 419 resíduos de aminoácidos com

aproximadamente 45,6 kDa. Essa molécula é altamente imunogênica, essencial para os

processos de transcrição e tradução da partícula viral e modulação das respostas imunes do

hospedeiro. Estudos demonstraram que a proteína consiste em um domínio N-terminal (NTD)

rico em fitas β e responsável pela ligação do RNA com uma alça central de Ser e Arg que se

conecta a um domínio C-terminal (CTD) também formado por β-strands e algumas hélices

(CUBUK et al., 2020; KANG et al., 2020a; ZENG et al., 2020; GAO et al., 2021).

2.2.1.2 Proteína Membrana (M)

A montagem da estrutura viral é dirigida principalmente pela proteína M, expressa na

bicamada lipídica. Disposta na forma de dímero, essa proteína apresenta variações em seu

correspondente peso molecular, de 25 a 30 kDa. A modelagem estrutural e análises da

sequência primária da proteína demonstrou que essa é formada por um tripla hélice e três

domínios transmembrana, um ectodomínio N-terminal glicosilado que apresentou uma

pequena inserção de um resíduo Ser entre as espécies e um endodomínio C-terminal com

aproximadamente 3-8 nm de comprimento, assemelhando-se a um transportador de açúcar

encontrado em procariotos. Deste modo, pesquisadores hipotetizaram que a proteína M

influencia na glicosilação da proteína S e também auxilia no processo de proliferação,

replicação e evasão do sistema imune, sendo necessário experimentos in vitro para validação

e compreensão desses mecanismos. Devido à sua abundância na partícula viral, análises de

similaridade usando ferramentas de bioinformática foram aplicadas para comparar a

sequência primária da proteína M do SARS-CoV-2 com a de outros CoVs encontrados em

morcegos e pangolins. A análise demonstrou uma alta taxa de conservação entre eles, com

cerca de 98% de identidade (BIANCHI et al., 2020; HASÖKSÜZ et al., 2020; KUMAR et al.,

2020; MALIK, 2020; THOMAS, 2020).

2.2.1.3 Proteína do Envelope (E)

A proteína E é um dos menores polipeptídeos encontrados ancorados na bicamada

lipídica do SARS-CoV-2, sendo formada por aproximadamente 76 resíduos de aminoácidos e
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com massa molecular variando de 8 a 12 kDa. Estudos a respeito de sua funcionalidade

demonstraram a participação dessa proteína no processo de infecção, patogênese, ciclo viral e

recrutamento do sistema imunológico do hospedeiro. Estruturalmente, a proteína E possui três

domínios principais, podendo adotar formato monomérico ou oligomerizar para formar um

canal iônico homopentamérico. O ectodomínio N-terminal é composto por uma curta

sequência de resíduos de aminoácidos e possui características hidrofílicas. O domínio

hidrofóbico transmembranar compreende aproximadamente 25 resíduos e é responsável pela

formação do canal condutor de íons que tem sua atividade modulada pelo potencial da

membrana lipídica viral. O endodomínio C-terminal contém o motivo de ligação à proteína

PALS1 da célula hospedeira, auxiliando na patogênese do vírus (PERVUSHIN et al., 2009;

BIANCHI et al., 2020; GUPTA et al., HASSAN et al., 2020; MALIK, 2020).

2.2.1.4 Proteína Spike (S)

A proteína Spike (S) é uma glicoproteína homotrimérica classe I e a quarta proteína de

membrana codificada pelo genoma do SARS-CoV-2. Cada monômero apresenta

aproximadamente 180 kDa e são divididos em duas porções funcionais: a subunidade S1 e a

subunidade S2, responsáveis pela ligação e infecção da célula do hospedeiro mediada pelo

receptor ECA2 (enzima conversora de angiotensina 2) (INFANTINO et al., 2020; MARIANO

et al., 2020; OU et al., 2020).

A subunidade S1 possui aproximadamente 70% de identidade entre sua sequência

primária e a sequência de outros vírus pertencentes à família coronavírus que infectam

humanos e interage com o receptor ECA2 por meio do domínio de ligação ao receptor (RBD,

do inglês receptor binding domain), além de auxiliar na estabilidade conformacional da

subunidade S2. Por outro lado, a subunidade S2 é responsável por promover a fusão entre a

membrana viral e a membrana da célula hospedeira, dando início ao processo de infecção pelo

SARS-CoV-2 (Figura 3) (AMANAT et al., 2020; KUMAR et al., 2020; MALIK, 2020).

A ativação da proteína S é dependente de uma clivagem proteolítica entre as

subunidades S1/S2 promovida por serino proteases denominadas TMPRSS2 e por cisteíno

proteases, as catepsinas B e L, levando a um estado de perfusão da subunidade S2 estabilizado

pela subunidade S1. As catepsinas são vistas como clivagens adicionais, não efetuando papel

principal na infecção da célula pelo vírus. Além disso, o SARS-CoV-2 apresenta um sítio

polibásico formado por resíduos de prolina, arginina e alanina (PRRAR) na junção S1 e S2, o
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qual permite ser clivado por furinas (ANDERSEN et al., 2020; HOFFMANN et al., 2020;

MATSUYAMA et al., 2020; WALLS et al., 2020).

Figura 3 - Ativação da proteína S do SARS-CoV-2.

(A) A fase inicial envolve o ajuste conformacional do domínio de ligação ao receptor (RBD) localizado na

subunidade S1 da proteína. (B) Após a interação com o receptor ECA2, a junção entre a subunidade S1 e S2 é

clivada pela proteína TMPRSS2 presente na célula hospedeira. (C) A subunidade S2 promove a fusão da

membrana do vírus com o da célula hospedeira iniciando o processo de replicação viral. ACE2: Angiotensin-

Converting Enzyme 2 (Enzima Conversora de Angiotensina 2). Fonte: Adaptado de MARIANO et al. (2020).

2.3 CICLO DE REPLICAÇÃO DO SARS-CoV-2

O processo de replicação viral tem início após a interação da proteína S com o receptor

ECA2, como descrito anteriormente. Essa enzima atua no sistema renina-angiotensina

promovendo a clivagem da angiotensina II em angiotensina 1-7. Além da alta expressão na

membrana de pneumócitos, principalmente do tipo II, essa proteína também está presente no

coração, rim e no trato gastrointestinal, indicando o efeito sistêmico causado pela infecção por

SARS-CoV-2. Estudos sugerem que a afinidade do novo coronavírus pelo receptor pode
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chegar de 10 a 20 vezes maior do que visto para o SARS-CoV (HASÖKSÜZ et al., 2020;

GHEBLAWI et al., 2020; GUO et al., 2020). A figura 4 ilustra o processo pelo qual ocorre a

formação de novas partículas virais.

Figura 4 - Ciclo de replicação do SARS-CoV-2.

Esquema representativo envolvendo as principas etapas do ciclo de replicação do SARS-CoV-2 e a montagem de

uma nova partícula viral. Cap: 5’ cap; An: 3’ PoliA; ACE2: Angiotensin-Converting Enzyme 2 (Enzima

Conversora de Angiotensina 2). Fonte: Adaptado de V’KOVSKI et al. (2020).

Após a fusão da membrana viral com a membrana do hospedeiro, ocorre a liberação

do material genético do vírus no citosol da célula infectada, fenômeno denominado

desnudamento. Com o RNA viral presente no interior da célula do hospedeiro tem-se início o

processo de replicação e formação de novas partículas virais. Os genes ORF1a e ORF1ab
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então são traduzidos à poliproteínas pp1a e pp1ab respectivamente por meio de um

mecanismo de deslocamento de quadros, sendo posteriormente clivadas por proteases internas

em 15 proteínas não estruturais (nsps), formando o complexo de replicação-transcrição viral,

o qual sintetiza fitas negativas de RNA genômico e promove a transcrição de mRNA

subgenômico. As fitas negativas de RNA genômico são utilizadas para a produção de uma

nova molécula de RNA, por outro lado as moléculas de RNAs subgenômico são necessários

para a síntese de proteínas estruturais e acessórias do vírus (ORTIZ-PRADO et al., 2020;

SAMUDRALA et al., 2020). As vesículas nucleares de membrana dupla (DMVs, do inglês

double-membrane vesicles), as membranas convolutas (CMs, do inglês convoluted

membranes) e as esférulas de membrana dupla aberta (DMSs, do inglês open double-

membrane spherules) do retículo endoplasmático formam um ambiente protetor para a

replicação do RNA genômico viral e transcrição dos mRNAs subgenômicos (V’KOVSKI et

al., 2020).

No processo final da montagem de uma nova partícula viral, as proteínas estruturais

codificadas a partir da porção 3’ do genoma são expressas na membrana do retículo

endoplasmático da célula infectada. A proteína nucleocapsídeo se liga ao RNA genômico em

uma estrutura helicoidal e logo após é levada para o compartimento intermediário entre o

complexo de golgi e o retículo endoplasmático (ERGIC, do inglês endoplasmic reticulum -

golgi intermediate compartment) resultando na formação de um novo virion. Após este

processo, os vírions são incorporados a vesículas e liberados das células por exocitose

(ROMANO et al., 2020; SIMABUCO et al., 2021).

2.4 PROCESSOS FISIOPATOLÓGICOS DA COVID-19: RESPOSTA IMUNOLÓGICA

FRENTE A INFECÇÃO PELO SARS-CoV-2

A forma mais comum de contrair a COVID-19 ocorre pelo sistema respiratório, por

meio da exposição de pessoas sadias a gotículas provenientes da respiração ou espirro de

pessoas infectadas. O vírus se aloja no epitélio da mucosa do trato respiratório superior onde

inicia sua replicação, alcançando então o trato respiratório inferior, dando início a

multiplicação. Neste processo o hospedeiro pode permanecer na forma assintomática, onde há

o controle da infecção promovida pelo sistema imune inato, ou desencadear uma resposta

imune exacerbada, levando ao surgimento de sintomas moderados a graves, podendo resultar

em insuficiência respiratória e falência múltipla de órgãos (PARASHER, 2020; WIERSINGA
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et al., 2020). A figura 5 representa de forma didática os sintomas mais comuns observados em

pacientes de acordo com sua faixa etária. Entretanto, essa linearidade nem sempre está

presente. Indivíduos jovens também podem desenvolver casos graves da doença (ORTIZ-

PRADO et al., 2020).

Figura 5 - Sintomatologia da COVID-19 de acordo com a faixa etária.

Principais sintomas característicos de cada fase da doença considerando a faixa hetária do paciente em relação ao

tempo de infecção pelo SARS-CoV-2. ICU: Intensive Care Unit (Unidade de Tratamento Intensivo); ARDS:

Acute Respiratory Distress Syndrome (Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo). Fonte: Adaptado de

ORTIZ-PRADO et al. (2020).

O sistema imune inato, primeira via de resposta ativada frente a infecção pelo SARS-

CoV-2, leva a produção de interferons do tipo I e III, os quais apresentam atividade antiviral

da célula do hospedeiro, além do recrutamento de células NKs, macrófagos e neutrófilos

promovendo a liberação de citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-1β, IL-2, IL-6, IL-7, IL-

10, IL-12, IL-18, IL-33, IFN-α, IFN-γ, TNF-α, TGF-β, G-CSF, MCP-1, MIP-1A, e também

de quimiocinas, sendo as principais a CCL-2, CCL-3, CCL-5, CXCL-8, CXCL-9, CXCL-10,

processo chamado “chuva de citocinas”. A produção de IL-1β madura ocorre por meio da

proteólise da pró-IL-1β mediada pela caspase 1, cuja ativação necessita da formação de um

complexo denominado inflamassoma, via que pode ser regulada pelo SARS-CoV-2 ( FUNG

et al., 2020; ORTIZ-PRADO et al., 2020; SAMUDRALA et al., 2020; YANG et al., 2020;

YUKI et al., 2020). A presença de uma alta expressão de citocinas e quimiocinas culminam
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em danos nas células epiteliais podendo alcançar a corrente sanguínea e causar injúrias a

outros órgãos, agravando o estado da doença (HU et al., 2020; SAMUDRALA et al., 2020).

A segunda via de resposta ativada durante o processo de infecção pelo vírus causador

da COVID-19 está relacionada ao sistema imune adaptativo. Observa-se declínio da contagem

de linfócitos CD4+ maduros e de memória e um aumento no números de células T naïve em

pacientes em estado grave. Há também o aumento de anticorpos IgG e IgM contra as

principais proteínas antigênicas do SARS-CoV-2 (proteína S e N) por volta dos dias 7-10 a

partir do surgimento dos primeiros sintomas, este aumento de anticorpos coincide com a

diminuição da carga viral do paciente. Entretanto, a presença de anticorpos não é sinônimo de

imunidade ao vírus, tendo em visto que nem todas as imunoglobulinas produzidas contra o

SARS-CoV-2 são neutralizantes, podendo ocorrer casos de reinfecções (CATANZARO et al.,

2020; JIN et al., 2020; ORTIZ-PRADO et al., 2020; VABRET et al., 2020; WIERSINGA et

al., 2020).

2.5 MÉTODOS DIAGNÓSTICOS DA COVID-19

Devido ao aumento das notificações da COVID-19 entre os continentes, o diagnóstico

rápido e preciso torna-se uma ferramenta de grande importância na prevenção, rastreio e

controle da doença, fazendo com que a Organização Mundial da Saúde recomende algumas

metodologias capazes de identificar o processo de infecção de forma direta ou indireta. As

amostras utilizadas nesses testes normalmente são coletadas do trato respiratório do paciente,

como amostras de swab da região da nasofaringe, saliva ou a partir de outros materiais

biológicos, como escarro, aspirado endotraqueal, lavagem broncoalveolar, sangue, fezes ou

até mesmo tecido pulmonar (Figura 6) (HU et al., 2020; IYER et al., 2020). Até o presente

momento, o padrão ouro recomendado pela OMS para a confirmação de casos relacionados a

COVID-19 é o método de RT-PCR. Entretanto, testes rápidos sorológicos foram aprovados

pelas agências de saúde com o objetivo de auxiliar na triagem de pacientes suspeitos de forma

mais rápida e in loco. Além disso, diagnósticos por imagem, como a tomografia

computadorizada de tórax, exames de marcadores bioquímicos, hemograma e leucograma, são

utilizados, em conjunto com o histórico clínico apresentado pelo paciente, no rastreio e

controle epidemiológico da doença (IYER et al., 2020; JIN et al., 2020; ZALZALA, 2020).
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Figura 6 - Métodos de triagem e diagnóstico da COVID-19.

Apesar do único método capaz de confirmar a presença do SARS-CoV-2 em amostras biológicas ainda se basear

na técnica de RT-PCR, outras metodologias desenvolvidas e recomendadas pela OMS são rotineiramente

empregadas na triagem e rastreio dos doentes. A tomografia computadorizada de tórax é utilizada para vizualisar

danos característicos de infecção pelo novo coronavírus, como as chamadas opacidades em vidro fosco. Métodos

indiretos como, o ELISA e testes rápidos, podem ser empregados para detectar anticorpos produzidos devido a

exposição ao SARS-CoV-2. Fonte: IYER et al. (2020).

2.5.1 Diagnóstico por Reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT - PCR)

A reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT – PCR) é o padrão ouro

recomendado pela OMS para o diagnóstico de pacientes portadores do vírus causador da

COVID-19. Essa técnica analisa a presença do material genético viral por meio da

amplificação de regiões específicas da molécula contida em amostras coletadas de pacientes

suspeitos, sendo os mais comuns, material de swab coletado da região da nasofaringe e

amostras de saliva (BWIRE et al., 2020; IYER et al., 2020). A figura 7 mostra de forma
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simplificada as principais etapas envolvidas no processo de diagnóstico e o tempo estimado

para a realização de cada etapa.

Figura 7 - Esquema ilustrado do método de diagnóstico da COVID-19 por RT – PCR.

(i) A amostra é coletado da região da naso ou orofaringe por meio do swab. (ii) O material pode ser armazenado

sob refrigeração em até 3 dias ou (iii) o material genético pode ser extraído e purificado para a realização da

amplificação de parte do RNA genômico viral. (iv) Nesta etapa é feita a transcrição reversa onde o RNA é

transcrito em DNA complementar (cDNA) que então é amplificado por meio do uso de um conjunto de primers.

(v) Os resultados obtidos são representados em um gráfico. Fonte: Adaptado de KEVADIYA et al. (2021).

O Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC do inglês Centers for Disease

Control and Prevention) desenvolveu um protocolo padrão para o método de diagnóstico por

meio de RT–PCR o qual utiliza três primers, sendo um para a detecção de vírus pertencentes à

família coronavirus, e os outros dois específicos para SARS-CoV-2. Primers, ou iniciadores,

são regiões específicas do material genético onde delimitam a amplificação da molécula que

desejamos analisar (ZALZALA, 2020).

Mesmo a RT-PCR sendo considerada o padrão ouro de análise, resultados negativos

para a presença do vírus não excluem a possibilidade do paciente ser portador do vírus, sendo

necessário o uso de técnicas auxiliares. A baixa qualidade das amostras, assim como a

limitação de seu volume para a análise, a coleta precoce ou tardia do material, e ainda o

descuido com o armazenamento podem enviesar o exame realizado, levando a resultados
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duvidosos. Além disso, a complexidade do método requer profissionais qualificados para a

realização dos testes, e essa, somada aos insumos, quase sempre importados, necessários para

o funcionamento da RT–PCR, encarecem o diagnóstico. O período entre a coleta do material

e a liberação dos resultados obtidos pelo método também se apresenta como desvantagem,

onde esse tempo pode estender por vários dias (LONG et al., 2020; SAMUDRALA et al.,

2020; WIERSINGA et al., 2020).

2.5.2 Teste rápido sorológico

Os testes rápidos sorológicos são ensaios imunocromatográficos utilizados para

detectar a presença de anticorpos IgG e IgM anti-SARS-CoV-2 em amostras de soro ou

sangue de pacientes suspeitos. Essas imunoglobulinas são produzidas em resposta à infecção

pelo SARS-CoV-2 contra as duas principais estruturas imunogênicas do vírus: a proteína N e

a proteína S. A presença de IgM é considerado como um indicativo para processos de

infecção aguda, ou seja, período onde ocorre a replicação viral e infecções de novas células,

enquanto a detecção de anticorpos IgG sinaliza para infecções mais tardias ou até mesmo

prévias (Figura 8) (MOURA et al., 2020; ZALZALA, 2020).

Figura 8 - Produção de IgM e IgG de acordo com o tempo de infecção pelo SARS-CoV-2.

Observa-se que presença do RNA viral (linha azul) é inversamente proporcional ao aumento da presença de IgG

(linha verde), simbolizando um processo resolutivo da doença. A produção de anticorpos aparece após o 4º-7º

dia, para IgM, e do 14º dia para IgG. Fonte: VABRET et al. (2020).
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A vantagem apresentada pelo uso do método é o fácil manuseio do dispositivo, não

necessitando de mão de obra qualificada, e sua aplicação fora de ambientes laboratoriais,

podendo também obter o resultado dentro de alguns minutos, o que não é possível para a

técnica de RT-PCR. Entretanto, a eficácia dos testes sorológicos são dependentes da resposta

imune do paciente, o qual reflete no período de latência que o vírus leva para estimular a

produção de anticorpos, ocorrendo em média entre o 4º e o 7º dia pós infecção para IgM, e

14º dias para IgG. Outro problema é a exposição prévia a outros vírus pertencentes à família

coronavírus, levando a resultados falso-positivos (KHAN et al., 2020b; ORTIZ-PRADO et al.,

2020; VABRET et al., 2020; WEISSLEDER et al., 2020). A figura 9 ilustra este tipo de teste.

Figura 9 - Esquema ilustrando do método de diagnóstico da COVID-19 por meio do teste rápido sorológico.

(a) A amostra de soro do paciente contendo anticorpos contra as proteínas do SARS-CoV-2 é depositada no

cassete imunocromatográfico (S = Sample) que contém uma membrana de nitrocelulose onde estão imobilizados

anticorpos anti-IgG e/ou anti-IgM humanos. (b) Em seguida, o tampão salino é gotejado sobre a amostra e

deixado (c) em repouso para dar início a corrida. A seta amarela simboliza o fluxo operado pela cromatografia.

(d) Os anticorpos contra o vírus se ligam às proteínas S e N conjugadas a ouro coloidal que também estão no kit,

(e) os complexos antígeno anticorpo correm pela tira e são detectados pelos anticorpos imobilizados na

membrana, resultando no surgimento de uma banda positiva (T = Testing line) no cassete. (f) O processo é

assegurado por um grupo controle (C = Control line) formado por um complexo IgG de coelho conjugado a

ouro e anti-IgG de coelho na linha controle. (g) Cassetes não apresentando bandas ou apenas na altura do

resultado positivo são considerados inválidos. Fonte: Adaptado de KEVADIYA et al. (2021).
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A corrida para fornecer meios de detecção do vírus de forma rápida e barata levou à

explosão no mercado de diversos testes baseados na identificação de anticorpos IgG e IgM

anti-SARS-CoV-2. Entretanto, mesmo sendo assegurado pelos fabricantes sobre não

apresentar reação cruzada do método com outros coronavírus humanos ou outros vírus

causadores de doenças respiratórias, estudos demonstraram falha na sensibilidade e

especificidade de alguns testes disponíveis comercialmente, levando a resultados duvidosos

(KRAJEWSKI et al., 2020; LI et al., 2020; ORTIZ-PRADO et al., 2020). Uma análise

realizada sobre a performance do teste rápido VivaDiagTM para o rastreio de pacientes

portadores da COVID-19, demonstrou que das amostras positivas, confirmadas pela técnica

de RT-PCR, apenas 63.3% indicaram a presença de IgG e IgM após o 7º dia de sintomas,

16.7% foram fracamente positivas para ambas imunoglobulinas, 16.7% delas deram negativas

tanto para a presença de IgG quanto para a presença de IgM e apenas 3.3% foi positiva para a

presença de IgM mas não para a de IgG, retratando a baixa sensibilidade do método. Em

casos agudos, o teste demonstrou apenas 18.4% de sensibilidade e 91.7% de especificidade,

não sendo recomendado seu uso na triagem de pacientes suspeitos (CASSANITI et al., 2020).

Deste modo, técnicas onde haja a captura direta do antígeno se mostra um grande promissor

no desenvolvimento de diagnósticos mais sensíveis e precoces na detecção da COVID-19.

Tendo em vista a falta de acurácia apresentada pelos testes imunocromatográficos

indiretos, podendo variar a sensibilidade de 45 a 100% e especificidade de 96 a 100%, a busca

por testes que sejam mais acurados, de fácil manuseio e baixo custo, torna-se um novo campo

a ser explorado no combate da COVID-19 (MOURA et al., 2020; ORTIZ-PRADO et al.,

2020). Devido ao alto valor econômico e a demora entre coleta e liberação de

resultados atribuído aos diagnósticos por RT-PCR e a menor acurácia geral dos testes rápidos

sorológicos, o desenvolvimento de pesquisas direcionadas ao campo de produção de kits

diretos rápidos para a testagem da COVID-19 torna-se de suma importância pois permite

tomadas de decisões individuais e políticas no que diz respeito ao distanciamento social e o

rastreio de pessoas infectadas (MOURA et al., 2020; PEELING et al.; 2020). Além disso, os

testes rápidos usados no Brasil são ainda importados ou utilizam insumos importados o que

atrapalha a independência do país no enfrentamento da COVID-19.
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3 JUSTIFICATIVA GERAL

A COVID-19 é uma doença altamente contagiosa, tendo sido confirmado mais de

376.571.514 casos pelo mundo e causado mais de 5.669.704 mortes até a data de 31/01/2022,

de acordo com a Universidade Johns Hopkins dos Estados Unidos

(https://coronavirus.jhu.edu/map.html). No Brasil, mesmo com a subnotificação dos casos,

esses números continuam alarmantes. Dados também disponíveis pela Universidade Johns

Hopkins demonstram mais de 25.360.647 casos de COVID-19 no país, levando ao óbito de

mais de 627.150 brasileiros (31/01/2022).

Além do incentivo à vacinação e às medidas de proteção, uma arma valiosa no

combate e controle da COVID-19 é a ampla testagem da população com objetivo de

diagnosticar, principalmente, os casos assintomáticos da doença. Nessa vertente, uma

testagem rápida, de baixo custo e eficaz se faz necessário para barrar a transmissão da

COVID-19.

O uso de testes baseados na captura do antígeno se mostram promissores na detecção

do patógeno, podendo ser utilizado antes da janela imunológica do vírus, período em que

ocorre a replicação viral. A produção desses agentes de captura de forma racional,

combinando ensaios in silico com testes in vitro, auxiliam no desenvolvimento de testes

acurados, em menor tempo e custo de produção. Assim este trabalho tem como objetivo o

desenvolvimento de um anticorpo em formato scFv de forma racional para aplicação em

testes rápidos baseados na captura do antígeno.
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CAPÍTULO 1

DESENHO RACIONAL DE ANTICORPO scFv ANTI-RBD-SARS-CoV-2 COMO

FORMA DE OBTENÇÃO DE PROTEÍNAS OTIMIZADAS UTILIZANDO DA

BIOFÍSICA COMPUTACIONAL

“Ao meu passado eu devo o meu saber e a minha ignorância...”

Ana Caetano, Vitória Falcão e Rita Lee

1 INTRODUÇÃO

O corpo humano está constantemente sob ataque de organismos invasores, sendo

protegido pela atuação do sistema imunológico, o qual compreende uma rede coordenada de

sinalização composto por células, barreiras físicas, químicas e biológicas, cuja o objetivo

primordial é eliminar e proteger contra o ataque de patógenos (NICHOLSON, 2016). Os

anticorpos são imunoglobulinas atuantes nessa defesa e apresentam estruturas em forma de

“Y”, compostas por uma cadeia proteica leve e outra pesada. A região Fab do anticorpo é

constituída por uma porção variável responsável pelo reconhecimento frente ao antígeno, e a

porção Fc atua como região efetora do anticorpo (CHIU, et al., 2019; SUN et al., 2020).

As estruturas scFv, do inglês single-chain fragment variable, são anticorpos

monoclonais formados por duas cadeias variantes Fv que mantêm a capacidade de reconhecer

e se ligar a moléculas estranhas, sendo uma ferramenta biotecnológica utilizada no tratamento

de doenças assim como em diagnósticos (AHMAD et al., 2012; MONNIER et al., 2013).

Esses anticorpos podem ser obtidos por meio de diferentes metodologias, tanto

biomoleculares ou pelo desenho racional de proteínas, sendo produzidos por técnicas de

expressão heteróloga (MA, et al., 2017; SARKER et al., 2019).

O uso da bioinformática e da biofísica computacional no estudo e desenho de

estruturas biológicas teve seu avanço no início do século XXI com o mapeamento e depósito

da sequência do genoma humano em bancos de dados biológicos em conjunto com o

desenvolvimendo de computadores capazes de efetuarem cálculos e processamento de dados

de forma mais rápida (SORMANNI et al., 2018). Desse modo, o objetivo desse capítulo foi

obter uma estrutura otimizada de anticorpo direcionada a um epítopo antigênico presente no

vírus SARS-CoV-2.
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2 REVISÃO DA LITERATURA

2.1 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS E ENGENHARIA DE PROTEÍNAS

Anticorpos monoclonais (mAbs do inglês monoclonal antibodies) são moléculas

monovalentes direcionadas a um único epítopo, sendo amplamente utilizados no tratamento

clínico ou empregados em aplicações biotecnológicas. Historicamente, o avanço tecnológico

de desenvolvimento dessas proteínas podem ser divididas em três gerações: in vivo (por meio

da técnica de hibridoma), in vitro (tecnologia do DNA recombinante) e in silico (abordagens

computacionais aplicada ao desenho racional de anticorpos) (Figura 10) (LIU, 2014;

SORMANNI et al., 2018).

Figura 10 - Histórico de desenvolvimento dos anticorpos monoclonais.

A primeira geração é marcada pelos testes in vivo, como a técnica de hibridoma e a produção de mAbs

quiméricos e humanizados. A segunda geração é caracterizada pelo avanço da biologia molecular e os ensaios in

vitro, como a tecnologia de Phage display e as bibliotecas de DNA. A terceira geração usufrui das tecnologias

computacionais e o dos métodos de bioinformática, consagrando a nova fase de estudos in silico na produção de

mAbs. Fonte: Adaptado de SORMANNI et al. (2018).

A primeira geração de mAbs procedeu-se pelo desenvolvimento da técnica de

hibridoma pelos pesquisadores Köhler e Milstein (1975), a qual consiste na imunização de

camundongos com o antígeno alvo para obtenção de células B murinas, seguido da fusão
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reações adversas, a qual reflete na tolerância dessa molécula (MORRISON et al., 1984;

LOBUGLIO et al., 1989; ESTRUCH, 2013).

Com a evolução das ciências biomédicas, sendo alavancada principalmente pelo

Projeto Genoma Humano no final do século XX, tecnologias de sequenciamento de próxima

geração em conjunto com métodos espectroscópicos mais robustos e o desenvolvimento de

computadores capazes de efetuarem cálculos e processamento de dados de forma mais rápida,

milhares de sequências e estruturas de complexos antígeno-anticorpo inundaram os bancos de

dados biológicos, fornecendo informações altamente precisas acerca de suas propriedades

biofísicas, impulsionando o avanço da terceira geração de produção de anticorpos,

caracterizado pelo desenho racional dessas proteínas por meio da aplicação de métodos in

silico (SORMANNI et al., 2018).

2.1.1 Desenho racional de anticorpos por meio de abordagens computacionais

A imunologia sintética é um campo de estudo em ascensão situada entre a imunologia

e a biologia sintética, a qual aborda métodos in silico para a construção de proteínas

engenheiradas de interesse clínico e biotecnológico, como o desenvolvimento de anticorpos

de terceira geração, tendo o mercado farmacêutico global estimado em US$ 140 bilhões até o

ano de 2024 e se consagrando como uma abordagem crítica para acelerar e auxiliar no

processo de produção de novos anticorpos obtidos de forma racional (MUSTAFA, 2020).

Apesar do crescimento exponencial acerca dessa nova temática de estudo, ainda não há um

protocolo geral estabelecido para o desenho dessas proteínas, fazendo com que haja uma

variedade de metodologias adotadas na literatura (GEERING et al., 2015; MUSTAFA, 2020).

O desenho racional de anticorpo trata-se do uso de um conjunto de técnicas

computacionais cuja o objetivo é o aperfeiçoamento das propriedades físico-químicas da

estrutura protéica, a qual pode envolver a otimização da afinidade de ligação e especificidade

do anticorpo pelo antígeno, utilizando de modificações nas regiões CDRs localizadas no

paratopo da molécula, aumento da solubilidade e estabilidade conformacional da proteína

para ganho de tempo de prateleira por meio da otimização dos resíduos expostos e escondidos

do solvente, respectivamente, e a biespecificação de anticorpos para dois antígenos diferentes

ou dois epítopos de um mesmo antígeno, além de possibilitar a construção de anticorpos

engenheirados, permitindo a conjugação desses à fármacos e modificações em suas funções
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efetoras por meio de alterações nas regiões de “dobradiça” e na porção Fc da estrutura do

anticorpo (Figura 12) (TILLER et al., 2015; KURODA et al., 2020; MUSTAFA, 2020).

Figura 12 - Principais propriedades envolvidas no desenho racional de anticorpos.

As principais abordagens envolvidas no desenho racional de anticorpos estão relacionados com alterações na

especificidade e afinidade de ligação da molécula, solubilidade e estabilidade conformacional da estrutura,

biespecificidade e conjugação à fármacos. Fonte: TILLER et al. (2015).

Alguns métodos clássicos utilizados na biofísica computacional, como a modelagem

comparativa e a ancoragem molecular, auxiliam no delineamento de uma nova estrutura de

anticorpo. Além disso, a compreensão, em sua totalidade, das interações formadas entre o

complexo epítopo-paratopo em nível atômico desempenha papel crucial para o desenho

racional de uma nova molécula terapêutica, podendo ser alcançada rapidamente por meio de

ferramentas computacionais (NORMAN et al., 2019).

Apesar do avanço tecnológico observado nas últimas décadas e o enriquecimento dos

bancos de dados de estruturas de proteínas obtidas por métodos experimentais, o

desenvolvimento de anticorpos de novo ainda é considerado um obstáculo para os

pesquisadores, devido a dificuldade apresentada em acessar a dinâmica do reconhecimento
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molecular coordenada pelas regiões CDRs compostas por loops altamente flexíveis

(MAKABE, 2020). Porém, atualmente quatro metodologias utilizando deste princípio foram

disponíveis e avaliadas experimentalmente: Optimal Complementarity Determining Regions

(OptCDR) (PANTAZES et al., 2010), Optimal Method for Antibody Variable region

Engineering (OptMAVEn) (LI et al., 2014), Antibody Design (AbDesign) (LAPIDOTH et al.,

2015) e RosettaAntibodyDesign (RAbD) (ADOLF-BRYFOGLE et al., 2018). A figura 13

representa as principais etapas envolvidas na construção de um modelo de anticorpo pela

metodologia de novo empregada pelos algoritmos citados.

Figura 13 - Principais etapas envolvidas no desenho racional de anticorpos por metodologia de novo.

De forma sucinta, o protocolo utilizado pelos métodos visam a construção de um novo paratopo para o anticorpo

por meio da geração de um banco de dados contendo sequências ou estruturas de regiões Fv e CDRs (Etapa 0),

seguido da identificação dos epítopos do antígeno - linear ou conformacional - (Etapa 1) e a inserção dessas

regiões de reconhecimento molecular a uma nova sequência proteica (Etapa 2). Após a construção dos modelos,

cálculos de ancoragem molecular são realizados para a formação do complexo antígeno-anticorpo, prosseguindo

para a etapa de refinamento das estruturas, onde mutações pontuais são previstas para otimizar a energia de

interação entre as moléculas (Etapa 3). Fonte: SORMANNI et al. (2018); NORMAN et al. (2019).

Recentemente, o método Modular foi utilizado para projetar anticorpos direcionados a

epítopos intrinsecamente desenovelados (SORMANNI et al., 2015). Essa abordagem utiliza-



47

se da separação, em diferentes módulos, das etapas relacionadas ao desenho da molécula de

acordo com as propriedades biofísicas requeridas pela proteína. Nesse sentido, para prever a

solubilidade do anticorpo com o objetivo de minimizar sua capacidade de se auto agregar, e

também classificar regiões de ligação ao antígeno de acordo com sua solubilidade, o Modular

emprega uma segunda metodologia denominado CamSol (SORMANNI et al., 2018;

KURODA et al., 2020). Por outro lado, a otimização das regiões CDRs para ganho de

interações entre o complexo antígeno-anticorpo pode ser alcançada empregando o método de

Cascata, o qual permite o desenho de peptídeos complementares com afinidade para o epítopo

linear de interesse, seguido da inserção desses em um arcabouço de anticorpo (SORMANNI

et al., 2015; SORMANNI et al., 2018; APRILE et al., 2020).

Tecnologias alternativas com o intuito de otimizar e fornecer diferentes abordagens no

desenvolvimento de proteínas engenheiradas crescem a cada dia, contribuindo para a

ampliação da biologia computacional e produção de novas moléculas biologicamente

funcionais. Métodos baseados em conhecimentos físico-químicos, como simulações de

dinâmica molecular e varredura mutacional, oferecem auxílio tanto no desenho de um

anticorpo pelas técnicas de novo quanto na projeção de um novo anticorpo de forma

sistemática (TILLER et al., 2015).

2.2 ESTRUTURA DE ANTICORPO E MECANISMO DE RECONHECIMENTO

MOLECULAR

O sistema imunológico pode ser descrito como uma complexa rede de sinalização a

qual, por intermédio de células e moléculas, protege o corpo humano contra a invasão de

patógenos, sendo capaz de reconhecer estruturas não próprias, os antígenos, com finalidade de

desenvolver uma resposta efetiva para detê-los. Didaticamente, o sistema imune divide-se em

sistema imune inato e sistema imune adaptativo, sendo esse subdividido em imunidade

humoral e imunidade celular (NICHOLSON, 2016; ABBAS, 2019). Os anticorpos, também

chamados de imunoglobulinas, fazem parte da imunidade humoral, sendo proteínas

produzidas pelos linfócitos B. Eles podem ser monômeros, dímeros, ou pentâmeros. Essas

imunoglobulinas compreendem cinco diferentes classes (IgG, IgA, IgM, IgE e IgD),

desempenhando papéis importantes na proteção contra patógenos, sinalização celular,

opsonização de partículas e processos alérgicos, por exemplo (Figura 14). A classe IgA
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apresenta dois isotipos, IgA1 e IgA2, e a classe IgG subdivide-se em IgG1, IgG2, IgG3 e

IgG4 (SCHROEDER et al., 2010; NICHOLSON, 2016)

Figura 14 - Principais classes de anticorpos encontrados em soro humano e algumas funções desempenhadas

durante a proteção do organismo coordenadas pelo sistema imunológico.

As cinco classes de anticorpos humanos podem ser encontrados como monômeros, dímeros ou pentâmeros,

podendo estar aderido as células ou secretadas no meio, executando funções como receptor celular, opsonização

de antígenos, defesa contra ataque de patógenos, entre outros. Fonte: NICHOLSON (2016).

Estruturalmente, os anticorpos apresentam formato de “Y”, sendo constituído por duas

cadeias pesadas (CH do inglês heavy chain) e duas cadeias leves (CL do inglês light chain),

dando origem a porção Fab (do inglês antigen-binding fragment) da estrutura. Esta subdivide-

se em região variável (Fv do inglês fragment variable), a qual contém as regiões

determinantes de complementaridade (CDRs do inglês complementarity-determining regions)

e região constante, interligada entre si por uma ponte dissulfeto. A porção Fab se liga a porção

Fc (do inglês fragment crystallizable) por meio de um hinge, estrutura semelhante a uma

“dobradiça”, o que possibilita flexibilidade de conformações. Essa região é composta por um

domínio contendo quatro cadeias pesadas (CH2, CH2, CH3 e CH3) interligadas por um resíduo de

cisteína conservada entre as duas cadeias CH2 (Figura 15). Além de diferir da porção Fab por

conter sítios de glicosilação, a porção Fc atua como região efetora do anticorpo, podendo

interagir com uma variedade de receptores moleculares (CHIU, et al., 2019; SUN et al., 2020).
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Figura 15 - Estrutura tridimensional um anticorpo PDB ID 1IGT.

(A) Divisão estrutural destacando a porção Fab e a porção Fv, responsáveis pelo reconhecimento do antígeno. (B)

Esquema em 1D das subdivisões do anticorpo localizando as cadeias pesadas e as cadeias leves, além de detalhar

as regiões CDRs. Fab: Fragment antigen-binding; Fv: Fragment variable; VH e VL: Heavy and Light chain of

variable domain; CH e CL: Heavy and Light chain of constant domain.Fonte: SELA-CULANG et al., (2013).

O pareamento dos domínios VH e VL situados na porção Fv do anticorpo contribuem

para a formação das regiões CDRs localizado no paratopo da molécula, local responsável por

promover o reconhecimento do antígeno pelo anticorpo. Essas regiões são constituídas por

estruturas em forma de loops hipervariáveis, sendo três localizados na cadeia leve (L1, L2, e

L3) e outros três situados na cadeia pesada (H1, H2 e H3), suportados por um motivo

conservado em conformação β (Figura 16) (SELA-CULANG et al., 2013; CHIU, et al., 2019).

Modificações na composição dos resíduos de aminoácidos presentes nas CDRs com o

objetivo de otimizar sua afinidade frente ao antígeno são ferramentas alternativas para

produção de anticorpos monoclonais de interesse industrial e de forma racionalizada

(SORMANNI et al., 2018).
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Figura 16 - Vista superior do paratopo de um anticorpo

Em destacando as regiões CDRs (vermelho) presentes na cadeia pesada (ciano) e na cadeia leve (verde) da

estrutura de um anticorpo (PDB ID 5I1A). Fonte: CHIU et al. (2019).

2.2.1 Anticorpos scFv: Vantagens e limitações

Os fragmentos variáveis de cadeia única, do inglês single-chain fragment variable

(scFv), são anticorpos monoclonais engenheirados de baixa massa molecular e com

capacidades reduzidas de desencadear reações imunogênicas, favorecendo sua aplicação no

diagnóstico e prevenção de doenças. Além disso, essas moléculas são passíveis de serem

expressas de forma eficiente em microorganismos, especialmente em Escherichia coli,

acarretando no barateamento do custo de produção e possibilidade de escalonamento

industrial (MONNIER et al., 2013; MA, et al., 2017; SARKER et al., 2019; KHAN, 2020a).

Estruturalmente, um anticorpo scFv apresenta cerca de 30 kDa, sendo constituído por

uma região variável da cadeia leve (VLL) e uma região variável da cadeia pesada (VHHH). Os

domínios proteicos são interligados por meio de uma alça flexível composta por 15 a 20

resíduos de aminoácidos, formada geralmente por quatro resíduos de glicina e um resíduo de

serina (G4-S), ou ainda intercalada com resíduos de aminoácidos carregados (glutamato e

lisina) para o aumento da solubilidade da molécula (Figura 17). O comprimento da alça, assim
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como sua composição peptídica, é essencial para garantir o correto dobramento da estrutura.

Além disso, foi visto que a orientação VL-alça-VH demonstra maior capacidade de ligação ao

antígeno quando utilizado em ensaios de ELISA direto em comparação a orientação VH-alça-VL,

entretanto, a maioria das construções de anticorpos scFv são obtidas na orientação VH-alça-VL

(AHMAD et al., 2012; CRIVIANU-GAITA et al., 2016; HULSEWEH, 2018).

Figura 17 - Estrutura de Anticorpo scFv.

Anticorpos scFv são fragmentos de uma molécula de anticorpo cujas regiões variáveis responsáveis pela ligação

ao antígeno estão conservadas e unidas por um peptídeo flexível. Fonte: Adaptado de MONNIER et al. (2013).

As características estruturais adotadas pelos anticorpos scFv refletem diretamente em

alterações de suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas. O tamanho compacto

do fragmento de anticorpo permite que este atinja regiões não acessíveis para estruturas

completas de anticorpo, levando a maior distribuição em tecidos. Além disso, anticorpos scFv

apresentam altas taxas de depuração sanguínea, sendo por exemplo, utilizados no tratamento

de tumores por meio da conjugação da estrutura a radionuclídeos, onde a rápida eliminação

das moléculas diminuem a exposição destas à tecidos sadios, tornando o procedimento menos

propenso a induzir citotoxicidade (MONNIER et al., 2013). Esta característica se deve a falta
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do domínio Fc responsável por contribuir na estabilidade da estrutura de um anticorpo

completo, resultando na diminuição do seu tempo de meia-vida quando administrados em

humanos, sendo esta consequência do metabolismo sofrido pelas moléculas por meio da ação

de complexos enzimáticos, podendo limitar sua utilização como biofármaco. Por outro lado, a

carência da porção Fc acarreta na baixa imunogenicidade apresentada pelos fragmentos de

anticorpos, tornando-os ótimos agentes terapêuticos quando comparado a uma molécula

completa (NELSON, 2010; MONNIER et al., 2013; FARAJNIA et al., 2014; AGUIAR et al.,

2021). A tabela 1 lista algumas moléculas em fase de estudo clínico ou aprovadas pelo Food

and Drug Administration (FDA).

Tabela 1 - Anticorpos scFv em fase de estudo ou aprovados pelo FDA como biomolécula aplicada no tratamento

de diferentes doenças.

Nome de

Registro

Alvo

Molecular
Indicação

Fase de

Estudo#
Número de

Registro#
Referência

Pexelizumab C5

Infarto do miocárdio e

inflamações pós

cirúrgicas

Fase 3

(Completo)

NCT00048308,

NCT00091637,

NCT00088179

PATEL et al.,

2008

Efungumab HSP90 Antimicótico
Fase 2

(Completo)
NCT00324025

KARWA et

al., 2009

Oportuzumab

monatox (VB4-

845)

EpCAM Carcinoma urotelial Fase 3 NCT02449239
KOWALSKI

et al., 2012

Gancotamab (MM-

302)
HER2 Câncer de mama Fase 1 NCT01304797

MUNSTER et

al., 2018

MT-3724 CD20
Linfoma difuso de

grandes células B
Fase 2

NCT03645395,

NCT02361346,

NCT02715843

HUANG et al.,

2018

Daromun (L19IL2

+ L19TNF)

Extra-domínio B

da fibronectina
Melanoma Fase 3

NCT03567889,

NCT02938299

MIURA et al.,

2019

Brolucizumab

(RTH258,

ESBA1008)

VEGF
Degeneração macular

relacionada à idade
Fase 4

NCT04774926,

NCT04597632,

NCT04287348

NGUYEN et

al., 2020

Flotetuzumab

(MGD006)
CD3ε e CD123

Leucemia mieloide

aguda refratária
Fase 1

NCT04681105,

NCT04678466,

NCT04158739

UY et al., 2021

#Informações consultadas no diretório < https://clinicaltrials.gov/> Fonte: Este trabalho.

A partir de uma estrutura em formato scFv, anticorpos engenheirados têm sido

desenvolvidas com o objetivo de melhorar ou aperfeiçoar características relacionadas ao

https://clinicaltrials.gov/
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reconhecimento do antígeno pela anticorpo, como os anticorpos scFv em tandem e diacorpos,

os quais são dímeros de scFv bi- tri- e tetravalentes, sendo estruturas capazes de apresentar

biespecificidade frente ao antígeno (NELSON, 2010; BATES et al., 2019) (Figura 18).

Figura 18 - Anticorpos engenheirados a partir de uma estrutura scFv.

(A) Anticorpo scFv em tandem bivalente monoespecífico. (B) Anticorpo scFv em tandem bivalente biespecífico.

(C) Anticorpo scFv diacorpo bivalente biespecífico. (D) Anticorpo scFv diacorpo bivalente biespecífico

contendo uma ligação dissulfeto entre os domínios. (E) Anticorpo scFv diacorpo tetravalente biespecífico. Fonte:

Adaptado de BATES et al. (2019).

Os anticorpos scFv apresentam processo de produção industrial facilitado e de baixo

custo, características relacionadas ao tamanho da molécula e a não necessidade de

modificações pós-traducionais, os quais permitem que esse seja produzido em diversos

sistemas de expressão, como plantas (FIEDLER et al., 1997; SATHEESHKUMAR, 2020),

leveduras (ZAREI et al., 2014; WANG et al., 2018), bactérias (SARKER et al., 2019; KANG

et al., 2020b), insetos (REAVY et al., 2000; SAKAMOTO et al., 2010) e células de

mamíferos (CHENG et al., 2003; HO et al., 2009; VENDEL et al., 2012; LONGATTI et al.,

2018).

O método de expressão heteróloga em E. coli é o mais utilizado para produzir

anticorpos scFv funcionais, tendo em vista que esses não necessitam de glicosilações, como

observado para imunoglobulinas completas (AHMAD et al., 2012; AGUIAR et al., 2021).

Estruturalmente, essas proteínas apresentam duas ligações dissulfetos, localizadas uma em

cada domínio do anticorpo, sendo corretamente formadas em compartimentos oxidantes da

célula bacteriana. Na região do citoplasma, caracterizado por um ambiente redutor, a
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expressão dessas proteínas leva a formação de corpos de inclusão insolúveis, os quais

necessitam de renaturação pós processamentos (SARKER et al., 2019). Para contornar esse

problema, a inserção de um peptídeo sinal na porção N-terminal do anticorpo scFv é utilizado

para direcionar a produção para o espaço periplasmático da célula, onde o ambiente oxidativo

é propenso para a otimização do correto enovelamento do anticorpo produzindo estruturas

solúveis. Outra abordagem é a utilização de cepas de E. coli engenheiradas, as quais permitem

a obtenção dessas proteínas solúveis no próprio citoplasma da célula (BLAžEK et al., 2003;

KANG et al., 2020b).

2.3 MÉTODOS DE BIOFÍSICA COMPUTACIONAL APLICADO AO ESTUDO DA

ESTRUTURA E FUNÇÃO DE PROTEÍNAS

Com o mapeamento e depósito da sequência do genoma humano no início do século

XXI, a biologia computacional vem se expandindo como ferramenta promissora no estudo de

moléculas e redes de interações moleculares que regem o corpo humano. Essa nova biologia

compreende duas grandes áreas, as quais podem ser classificada de acordo com seu objetivo

de estudo: a primeira, relacionada a sequências biológicas, análises de banco de dados, ao

estudo das ciências ômicas e a biologia de sistemas; enquanto a segunda trata-se da biofísica

computacional, utilizando de conceitos físicos, químicos e termodinâmicos para compreender

a estrutura e função de biomoléculas (HOOD et al., 2013; DINIZ et al., 2017).

2.3.1 Métodos de construção de modelos tridimensionais

O crescimento acelerado do depósito em bancos de dados biológicos de estrutura de

proteínas elucidadas por métodos experimentais, como a ressonância magnética nuclear

(RMN) e cristalografia por difração de raio-X, em paralelo com o aumento do poder

computacional e do sequenciamento de genomas, permitiram avanços no conhecimento

tridimensional acerca da arquitetura dessas moléculas. Entretanto, as limitações relacionadas

aos métodos como o tamanho da proteína requerido para ser elucidada por RMN e a

dificuldade da obtenção de um cristal por cristalografia, levou a necessidade do

aperfeiçoamento de algoritmos capazes de predizer a estrutura dessas moléculas, fazendo com

que a construção de modelos in silico tseja uma importante ferramenta no desenho racional e

produção de fármacos, entre outros insumos de interesses biotecnológicos (FORSTER, 2002;

MAVROMOUSTAKOS, et al. 2011; KUHLMAN, et al., 2019).
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Didaticamente, as estratégias para gerar modelos de proteínas por métodos

computacionais podem ser classificadas em dois principais grupos: métodos dependentes de

moldes e métodos independentes de molde (KUHLMAN, et al., 2019). A abordagem

empregada varia de acordo com a disponibilidade de informações acerca da estrutura

requerida, sendo estas obtidas em bancos de dados biológicos (WEBB et al., 2014).

Os métodos dependentes de uma estrutura molde utilizam-se do conhecimento prévio

relacionado a identidade existente entre a sequência alvo a ser modelada e a estrutura de

alguma proteína elucidada por meios experimentais. Esse método inclui a modelagem

comparativa (KRIEGER et al., 2003) e o threading, também conhecido como método de

reconhecimento de padrão de enovelamento (ZHANG, 2007). Por outro lado, situações onde a

sequência alvo não apresenta similaridade com estruturas descritas, se faz necessário o

emprego de ferramenta a qual não necessita de proteínas moldes como referência, baseado

estritamente na hipótese de dobramento termodinâmico proposta pelo químico Anfinsen, onde

a estrutura nativa corresponde ao mínimo global de sua energia livre sob determinado

conjunto de condições. Esses métodos são conhecidos como ab initio (PAVLOPOULO et al.,

2011). No entanto, atualmente essas divisões não se encontram estritamente isoladas, de modo

que alguns servidores de predição de estrutura terciária incorporam em sua metodologia

cálculos de energia para refinar o modelo gerado (KUHLMAN, et al., 2019).

2.3.1.1 Modelagem comparativa

Como retratado anteriormente, a escolha do tipo de método a ser empregado está

relacionado com a porcentagem de identidade existente entre os resíduos de aminoácidos

presentes na sequẽncia-alvo e aqueles contidos na estrutura de proteínas previamente

elucidadas. Alguns autores retratam que a porcentagem mínima deve se situar entre 30 a 25%,

onde valores menores torna-se preferível a adoção de outros métodos (KRIEGER et al., 2003;

PAVLOPOULO et al., 2011). A figura 19 ilustra um gráfico o qual auxilia nas tomadas de

decisão.
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Figura 19 - Gráfico esquemático representando a porcentagem de resíduos de aminoácidos idênticos em relação

ao tamanho da sequência comparada.

A área denominada “Safe comparative modeling zone”, ou seja, região segura para a modelagem comparativa,

representada pela marcação em vermelho, simboliza a porcentagem mínima ideal para a predição da estrutura de

proteínas por este método. Enquanto a área “twilight zone”, representa a região de transição onde o pesquisador

deve avaliar cuidadosamente se deve ou não adotar esse método ou empregar outros. Fonte: Adaptado de

KRIEGER et al. (2003).

O fluxo do processo envolvidos durante a modelagem comparativa consiste em cinco

principais etapas: 1º) A identificação de estruturas moldes depositadas em bancos de dados e a

escolha do melhor baseando no valor de identidade entre os resíduos de aminoácidos; 2º) O

alinhamento entre a sequência alvo e a estrutura molde; 3º) A construção do modelo

tridimensional, a qual é dependente da abordagem utilizada pelo algoritmo de modelagem

comparativa (montagem baseada em fragmento ou corpos rígidos, método de correspondência

de segmento e satisfação de restrições espaciais); 4º) Otimização do modelo gerado; 5º)

Validação do modelo final, onde é analisada sua qualidade energética, estereoquímica e a

correlação existente entre a estrutura 3D e a sequência primária (Figura 20) (FORSTER, 2002;

KRIEGER et al., 2003; PITMAN et al., 2006; DINIZ et al., 2017).
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Figura 20 - Fluxograma ilustrando o método de modelagem comparativa adotando algoritmos de satisfação de

restrições espaciais.

Inicialmente, ocorre a pesquisa por proteínas homólogas, seguido do alinhamento entre a sequência primária e a

estrutura 3D. Logo após, o modelo é construído por meio da coleta de dados derivados da estrutura de referência

utilizando funções estatísticas e um campo de força (CHARMM-22), para ajustar a estereoquímica da molécula.

O modelo então é avaliado quanto sua qualidade, podendo seguir para novos experimentos ou ser adotado novas

formas de otimização. Fonte: Adaptado de WEBB et al. (2014).

O uso da modelagem, em conjunto com técnicas baseadas em funções de energia,

como os cálculos de mutações sítio-dirigidas, vem sendo utilizados com sucesso para predizer

mudanças na estabilidade conformal de proteínas, como por exemplo na estrutura de

anticorpos, onde essas mutações pontuais são realizadas com o objetivo de analisar as

contribuições apresentadas por cada resíduo de aminoácido em promover ligação frente ao

antígeno, podendo auxiliar no desenho de novas moléculas com aprimoramento na afinidade

de reconhecimento molecular (KURODA et al., 2020; LUAN et al., 2020; WARSZAWSKI et

al., 2020). A expansão desse método, como as mutações de ponto duplo onde dois resíduos

são mutados simultaneamente, também estão sendo amplamente investigados e aplicados no

estudo in silico de anticorpos racionalmente projetados (CHIBA et al., 2020).
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2.3.2 Simulações de dinâmica molecular

Enquanto a modelagem molecular fornece estruturas biomoleculares estáticas, a

realidade molecular ocorre de forma dinâmica, ou seja, ao longo do tempo. A flexibilidade

estrutural de proteínas garante o seu desempenho in vivo, sendo responsável por processos

celulares como a transdução de sinal, catálise enzimática e reconhecimento molecular, e

podem ser acessadas computacionalmente por métodos mais complexos (LAZIM et al., 2020).

A mecânima molecular (MM) pode ser descrita como um conjunto de funções

matemáticas simplificadas de energia potencial, os quais são utilizadas na modelagem de

sistemas moleculares (ADCOCK et al., 2006). Essas simplificações e aproximações, como o

emprego de potencial harmônico para descrever termos de estiramento de ligação, flexão de

ângulo, diedros próprios e impróprios (Equação 1.0), ou ainda o uso do potencial de Lennard-

Jones e equações de Coulomb para se tratar de átomos não ligados (Equação 1.1), permitem o

uso da mecânica molecular em diferentes sistemas, abrangendo desde moléculas de baixo

peso molecular, como hidrocarbonetos, até estruturas mais complexas, como proteínas e

ácidos nucleicos (GONZÁLEZ, 2011; VANOMMESLAEGHE et al., 2015; POLTEV, 2016).

Equação referente a energia potencial para átomos ligados: (1.0)

������� = ����çã���� (�− �0)2 + â������� (� − �0)2 +�
����������ó����

��� (�−�0)2 + ��������ó����
��� 1+ cos (�� − �0 )

Equação referente a energia potencial para átomos não ligados: (1.1)

���� ������ = �������−�����4���� ������
12 − ������

6 + ��������á����
����4��0����

O uso da mecânica molecular torna-se uma ferramenta valiosa no refinamento de

estruturas obtidas por métodos experimentais, em simulações de dinâmica molecular (MD),

simulações de Monte Carlo e durante os cálculos de ancoragem molecular (ADCOCK et al.,

2006; POLTEV, 2016).
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Simulações de Dinâmica Molecular (MD) são técnicas importantes utilizadas na

biofísica computacional, as quais permitem acessar informações a respeito das conformações

estruturais adquiridas por proteínas e outras moléculas biológicas em um determinado sistema

(LAZIM et al., 2020). Essa evolução temporal, também chamada de trajetória, baseia-se em

equações de movimento newtoniano (Equação 1.3) onde os átomos são descritas como esféras

e interagem por meio da soma dos potenciais descritos pela mecânica molecular calibrados

por parâmetros obtidos por métodos experimentais, como a difração eletrônica e de raio-X,

RMN, infravermelho, Raman e espectroscopia de nêutrons, sendo a junção dessas equações

denominada como campo de força (Equação 1.4) (KOMANDURI et al., 2001; GONZÁLEZ,

2011; DROR et al., 2012; PAQUET et al., 2015).

Equação clássica descrita para o movimento newtoniano de um átomo: (1.3)

��2�� ��� ���2 = � ��� ��� ��� = ��� ���� ��� = �� ����� �
Onde, � representa a massa do átomo � na posição �� ��� se deslocando em uma

velocidade �� ��� e momento �� ���� com força resultante�� ����� � exercida sobre o �-ésimo átomo.

A equação descrita para o campo de força pode ser representado por: (1.4)

������ = ������� + ���� ������
Os campos de força se diferem de acordo com os parâmetros adotados, de modo que

estes podem não permitir a representação de todos tipos de moléculas (HOSPITAL et al.,

2015). Atualmente, existe uma variedade de campos de forças parametrizados para simulação

de proteínas, e a escolha da função de energia adequada é de suma importância para o

sucessso da dinâmica molecular em estudo (ADCOCK et al., 2006; GUVENCH et al., 2008).

Os campos de força utilizados com maior frequência são o CHARMM (BROOKS et al.,

2009), AMBER (CASE et al., 2005), GROMOS (OOSTENBRINK et al., 2004), OPLS

(JORGENSEN et al., 1988) e COMPASS (SUN, 1998), sendo os três primeiros geralmente

ideiais para estudar o comportamento estrutural de moléculas biológicas. A descrição

matemática para as funções de energia representadas de forma simplificada pelos campos de
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força garatem que os cálculos ocorram com uma certa rapidez, mesmo quando aplicados em

grandes sistemas (HOSPITAL et al., 2015).

Durante a simulação de dinâmica molecular, a força, a velocidade e a posição das

partículas são constantementes atualizadas, e as propriedades termodinâmicas como número

de partículas, temperatura e pressão podem ser controlados por um conjunto de modelos

estatísticos denominados conjunto canônico (com um número constante de partículas, volume

e temperatura) e conjunto isotérmico-isobárico (com um número constante de partículas,

pressão e volume) (PAQUET et al., 2015; GOGA et al., 2021). Além disso, algoritmos como

steepest descent e conjugate gradient podem ser empregados para otimizar estruturas

moleculares não refinadas por meio de minimizações de energia locais (ADCOCK et al., 2006;

PAQUET et al., 2015).

A representação do sistema em simulação pode adotar diferentes níveis de detalhes. A

utilização do modelo all-atom, onde todos os átomos da estrutura são explicitados, demonstra

melhor capacidade para reproduzir com certa precisão sistemas biológicos, entretanto, essas

representações exigem tempo de simulação prolongada e maior custo computacional devido

ao maior número de componentes presetnes no sistema (PERLMUTTER et al., 2011;

HOSPITAL et al., 2015). Em contrapartida, a representação do tipo coarse-grained, onde os

átomos são simplificados de forma a reduzir os graus de liberdade da estrutura e o número de

partícula em simulação, leva a redução da precisão do estudo da dinâmica, porém, diminui o

custo computacional e o tempo de simulação exigido para fornecer a trajetória (PAK et al.,

2018; JOSHI et al., 2020). A solvatação do sistema também pode ser simplificada, utilizando

a representação explícita do solvente ou de forma implícita, onde as moléculas de água são

substituídas por propriedades dielétricas do solvente (HOSPITAL et al., 2015; PAQUET et al.,

2015).

Entretanto, as técnicas clássicas de dinâmica molecular amplamente utilizadas no

estudo de sistemas biomoleculares são limitadas em dois principais aspectos: a simplificação

dos campos de forças e alto custo computacional requerido para observar determinados

eventos que necessitam de um tempo de amostragem prolongada (BERNARDI et al., 2015).

A observação do movimento de alguns domínios protéicos, por exemplo, ou a associação e

dissociação de proteínas ocorrem em uma escala de tempo de milissegundos a

microssegundos, requerendo simulações longas, acarretando em um alto custo computacional.

(YANG et al., 2019; LAZIM et al., 2020). Outro exemplo são as grandes mudanças
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conformacionais apresentadas por complexos biológicos, como no caso da catálise enzimática

e o transporte através de membranas, canais e transportadores, onde além da escala do tempo

(também ocorre de milissegundos a microssegundos), a transição da energia livre na

superfície do complexo, ou seja, a energia necessária para ir de um estado ao outro, se torna

um obstáculo durante as simulações de dinâmica molecular clássica (BERNARDI et al., 2015;

LAZIM et al., 2020). Deste modo, aplicação de métodos de amostragem ampliadas são

necessários para a otimização do tempo de simulação e maior amostragem dos eventos

(YANG et al., 2019).

Uma técnica frequentemente utilizada é a simulação de dinâmica molecular

direcionada (do inglês steered molecular dynamics), na qual uma força é aplicada à parte do

sistema, como por exemplo em um ligante, em uma certa direção, sentido e velocidade,

superando a barreira energética necessária para um determinado evento físico acontecer, de

modo que eventos comumente observados em escalas de tempo muito longas podem ser

amostrados com maior rapidez (ISRALEWITZ et al., 2001; ADCOCK et al., 2006).

Simulações de dinâmica molecular direcionada são comumente utilizadas para investigar o

processo de dissociação entre duas moléculas, assim como suas respostas à manipulações

externas, nas análises de funções mecânicas relacionadas a proteínas como alongamento de

fibras musculares (ISRALEWITZ et al., 2001), na interação de um receptor de células T

(TCR) com o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) durante a apresentação de

um peptídeo (CUENDET et al., 2011) e também no estudo de complexos como proteína-

ligante aplicadas ao desenho racional de fármacos (DO et al., 2018)

Durante o estudo do processo de desligamento de um sistema receptor-ligante, as

múltiplas configurações do sistema entre o estado ligado e o estado não-ligado das duas

moléculas definem a coordenada de reação do evento de desligamento do complexo e podem

ser obtidas pelo método de dinâmica molecular direcionada, descrito acima (CUENDET et al.,

2008; MCGIBBON et al., 2017).

O método de Umbrella Sampling se refere à simulação das configurações que

compõem a coordenada de reação. A amostragem conformacional do sistema em cada

configuração é realizada por meio da aplicação de restrições posicionais harmônicas ao

sistema e de forma independente e cada configuração da coordenada de reação também pode

ser denominada como “janela” (DROR et al., 2012; PAQUET et al., 2015). Porém, este

método apresenta como desvantagem o alto custo computacional necessário para a
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amostragem conformacional suficiente em todas as janelas, além do tempo requerido na

tentativa e erro de determinar o espaçamento mais adequado das janelas de simulação (NOH

et al., 2020). A técnica de Umbrella Sampling é ideal para o cálculo do Potential of Mean

Force (PMF) da coordenada de reação em análise, o qual pode ser compreendido com o perfil

de energia-livre do processo em estudo (HEADEN et al., 2011; PATEL et al., 2018).

Os detalhes termodinâmicos fornecidos por essas técnicas são importantes para a

compreensão dos mecanismos de reconhecimento molecular entre duas biomoléculas e podem

racionalizar estudos de otimização da afinidade entre duas proteínas. Deste modo, técnicas de

dinâmica molecular em conjunto com métodos computacionais de modelagem podem auxiliar

no estudo de diversos processos dinâmicos importantes no campo de estudo da bioquímica

estrutural, biofísica, enzimologia, biologia molecular, química farmacêutica e biotecnologia,

permitindo uma maior compreensão sobre os processos cinéticos e comportamentais de

moléculas biológicas, como sua aplicação no estudo da estrutura e função de proteínas

(ADCOCK et al., 2006; HOLLINGSWORTH et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver anticorpos monoclonais do tipo scFv otimizados e direcionados à epítopo

neutralizante do vírus SARS-CoV-2 por meio de ferramentas de biofísica computacional

como estratégia racional para a produção de insumos farmacêuticos aplicados no diagnóstico

direto da COVID-19.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Realizar a modelagem molecular da estrutura de um anticorpo scFv se ligando a porção

RBD do SARS-CoV-2 a partir de moldes disponíveis em bancos de dados de estruturas

de proteínas;

● Identificar os principais resíduos de aminoácidos envolvidos na interação antígeno-

anticorpo;

● Realizar cálculos de mutações sítio-dirigidas para identificar quais resíduos de

aminoácidos podem ser otimizados para que ocorra um aumento na interação antígeno-

anticorpo;

● Realizar simulações de dinâmica molecular para estimar a energia de interação do

complexo formado.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 CONSTRUÇÃO DO MODELO DE ANTICORPO scFv ANTI-RBD-SARS-CoV-2

A figura 21 apresenta de forma esquemática o processo de construção do modelo de

anticorpo scFv anti-RBD-SARS-CoV-2, a qual será detalhada nos subitens deste tópico.

Figura 21 - Método geral esquematizando as principais etapas de construção do anticorpo scFv anti-RBD

presente na proteína S do SARS-CoV-2.

A construção do modelo de anticorpo scFv interagindo com a porção RBD do SARS-CoV-2 pode ser resumida

em três principais etapas: a pesquisa por moldes e desenho da estrutura primária da proteína (Etapa 1), a

modelagem e a escolha do melhor modelo (Etapa 2) e os métodos de validação da estrutura seguido da formação

do complexo antígeno-anticorpo (Etapa 3). Fonte: Este trabalho.
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4.1.1 Pesquisa por estruturas moldes: Protein Data Bank (PDB)

A obtenção das estruturas moldes utilizadas no processo de construção do modelo de

anticorpo scFv procedeu-se pela varredura no Protein Data Bank (PDB) em busca por

estruturas de anticorpos interagindo com a porção RBD de vírus pertencentes à família

coronavírus e também por estruturas de anticorpos em formato scFv contendo a alça flexível

unindo ambas as cadeias da molécula. Para isso, os termos “antibody”, “SARS-CoV-2”,

“spike protein”, “COVID-19”, “receptor binding domain” e “RBD” foram inseridos na

interface gráfica do PDB, obtendo como retorno a estrutura PDB ID 6W41 referente a um

anticorpo interagindo com a porção RBD do SARS-CoV-2. A pesquisa por estruturas de scFv

foi realizada de forma semelhante, utilizando a palavra-chave “scFv” como termo de busca e a

seleção da estrutura foi baseada na forma de obtenção do modelo, de modo que o arquivo

PDB ID 2KH2 obtido por RMN foi a utilizada para a construção dos novos modelos de

anticorpos.

Cabe ressaltar que esse processo foi realizado em abril de 2020, quando pouco ainda

se tinha relacionado a estruturas de anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2.

4.1.2 Desenho da sequência primária do anticorpo scFv: Clustal Omega

O desenho da sequência primária do anticorpo scFv prosseguiu-se com a inserção da

alça flexível na orientação C-terminal da cadeia pesada para a N-terminal da cadeia leve da

porção Fv do anticorpo molde (PDB ID 6W41), sendo composto por 20 resíduos de

aminoácidos variando entre quatro resíduos de glicinas sequenciais e um resíduo de serina.

Em seguida, a sequência desenhada, isto é, a sequência-alvo denominada scFv-CR3022 e

mais tarde o anticorpo otimizado scFv MAD22, foram alinhados com as sequências das

estruturas moldes (PDB ID 6W41 e PDB ID 2KH2) utilizando a ferramenta Clustal Omega

nos parâmetros padrões determinados pelo programa (MADEIRA et al., 2019).

4.1.3 Método de modelagem comparativa: MODELLER 10.1

A construção do modelo de anticorpo scFv anti-RBD pertencente ao vírus SARS-

CoV-2 foi realizada por meio da técnica de modelagem comparativa pelo servidor

MODELLER 10.1 utilizando o método de modelagem baseada em múltiplos moldes
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disponível pelo programa (WEBB et al., 2016). Para isso, o alinhamento realizado pelo

servidor Clustal Omega utilizando as sequências de anticorpos scFv desenhadas foi submetido

aos algoritmos do servidor MODELLER em conjunto com as estruturas moldes (PDB ID

6W41 e PDB ID 2KH2) para a construção dos modelos de anticorpo. Os parâmetros

utilizados podem ser consultados no ANEXO A.

No total foram gerados 50 estruturas e a escolha do modelo foi baseada no melhor

valor DOPE (do inglês Discrete Optimized Protein Energy) apresentada pelas estruturas

modeladas (SHEN et al., 2006).

4.1.4 Processo de validação do modelo: ProSA-web, PROCHEK, VERIFY3D e ERRAT

A estrutura escolhida pelo melhor valor de DOPE referente aos modelos de anticorpos

scFv-CR3022 e scFv MAD22 foram analisadas quanto ao desvio da energia obtida entre os

modelos e outras proteínas depositadas no PDB, os resíduos de aminoácidos presentes em

regiões energeticamente favoráveis e aqueles não favoráveis visualizadas pelo gráfico de

Ramachandran, a relação entre a estrutura tridimensional e sua sequência primária e possíveis

regiões com interações atômicas incorretas, por meio dos servidores de validação de

estruturas tridimensionais preditas computacionalmente: ProSA-web (do inglês Protein

Structure Analysis) (WIEDERSTEIN et al., 2007), PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993),

VERIFY3D (EISENBERG et al., 1997) e ERRAT (COLOVOS et al., 1993), respectivamente.

Para isso, as estrutura foram submetidas a plataforma do ProSA-web e do SAVESv6.0, onde

está situado as ferramentas PROCHEK, VERIFY3D e ERRAT.

4.1.5 Cálculo da raiz do desvio quadrático médio (RMSD)

O cálculo da raiz do desvio quadrático médio (RMSD do inglês Root Mean Square

Deviation) é uma medida quantitativa da similaridade entre as coordenadas atômicas

apresentada pelo modelo criado e aquelas presente no molde, podendo ser expressa pela

equação 2.0 (DAMM et al., 2006).

RMSD = 1� �−1� ��2� (2.0)
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Onde N é o número de pares de átomos equivalentes localizados na estrutura das

proteínas que estão sendo comparadas e δ é a distância de cada átomo i de uma molécula em

relação ao seu semelhante presente na estrutura referência. Nessa vertente, um conjunto de

átomos representados pelas letras a e b situados na posição i de uma proteína em estudo a uma

distância δ pode ser entendida como:

RMSD �,� = 12 �−12 ((�� −��)2)� (2.1)

O somatório de 1 até N para o conjunto a = (aix, aiy. aiz) e b = (bix, biy. biz) considera o eixo

de coordenada tridimensional xyz para cada átomo, como representado pela equação 2.2:

��2 = (��� −���)2 + (��� −���)2 + (��� −���)2 (2.2)

Deste modo, substituindo a equação 2.2 na equação 2.1 obtemos o cálculo do RMSD para

um sistema composto pelos átomos a e b expressa pela equação 2.3:

RMSD �,� = 12 �−12 ((��� −���)2 + (��� −���)2 + (��� −���)2)� (2.3)

O cálculo pode ser realizado por meio da plataforma gráfica de visualização de

estruturas tridimencional PyMOL (YUAN et al., 2017), onde o processo apresenta duas

principais etapas, as quais envolve o alinhamento e a superposição da estrutura alvo em

relação a sua referência por meio da rotação e translação da molécula (COUTSIAS et al.,

2019).

4.1.6 Obtenção do complexo scFv-RBD

A criação do complexo scFv-RBD foi alcançada pelo processo de transposição do

antígeno presente no molde para o modelo produzido utilizando a interface do servidor

PyMOL (YUAN et al., 2017).
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4.2 MAPEAMENTO DOS RESÍDUOS DE AMINOÁCIDOS DO PARATOPO DO scFv E

CARACTERIZAÇÃO DA NATUREZA DE INTERAÇÃO NO RECONHECIMENTO DO

ANTÍGENO

O estudo dos resíduos de interface do anticorpo scFv, bem como a caracterização das

formas de reconhecimento frente ao antígeno, ocorreu por meio de três etapas: minimização

de energia do sistema (Etapa 1), seguido da caracterização do paratopo do anticorpo (Etapa 2)

e identificação das interações atômicas predominantes (Etapa 3).

4.2.1 Minimização de energia do complexo antígeno-anticorpo: YASARA

A minimização de energia pelo servidor YASARA (Yet Another Scientific Artificial

Reality Application) foi realizada com o objetivo de revelar possíveis interações formadas

entre o complexo anticorpo scFv e a proteína RBD do SARS-CoV-2. Para isso, as estruturas

de anticorpos scFv foram submeditas à ferramenta YASARA Energy Minimization Server

situada dentro da plataforma e visualizada pelo servidor YASARA View. O programa utiliza-

se de equações descritas pelo campo de força AMBER (CORNELL et al., 1995) em conjunto

com conhecimentos multidimensionais baseados em potenciais de torção conhecidos e uma

série de parâmetros como interações eletrostáticas e ligações hidrofóbicas. Nessa vertente, o

campo de força YASARA promove mudanças aleatórias em um ou mais parâmetros (em um

certo raio de Van der Waals, em uma carga ou um potencial), minimizando a energia baseado

em um conjunto de estruturas de alta resolução obtida por raio-X, e descartando ou aceitando

as alterações ocorridas por meio do método de Monte Carlo (KRIEGER et al., 2009).

4.2.2 Mapeamento dos resíduos de aminoácidos presentes na interface do anticorpo scFv:

PRODIGY e PISA

O mapeamento dos resíduos de aminoácidos interfaciais prosseguiu-se por meio de

duas metodologias: a primeira abordagem ocorreu pelo servidor PRODIGY e a segundo

utilizando o servidor PISA. Deste modo, os resíduos identificados por ambos os métodos

foram selecionados para as próximas etapas de otimização do anticorpo scFv.
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4.2.2.1 PRODIGY: Protein Binding Energy

O complexo antígeno-anticorpo minimizado (scFv-CR3022-RBD e scFv MAD22-

RBD), foi submetido a plataforma gráfica do PRODIGY (do inglês PROtein binDIng enerGY)

para a determinação dos resíduos de aminoácidos presentes na interface de ligação ao

antígeno localizada na porção Fv do anticorpo (XUE et al., 2016). A proteína RBD e o

anticorpo scFv foram identificados como Interactor 1 e 2, respectivamente, e os cálculos

foram realizados sob a temperatura de 25°C, como o padronizado pelo servidor.

4.2.2.2 PISA: Protein Interfaces, Surfaces and Assemblies

Os complexos scFv-CR3022-RBD e scFv MAD22-RBD foram submetidos a

plataforma gráfica do PISA (do inglês Protein Interfaces, Surfaces and Assemblies) para

também determinar os resíduos de aminoácidos presentes na interface de ligação ao antígeno.

Porém, este servidor disponibiliza tanto a porcentagem da estrutura acessível ao solvente

quanto para aquelas escondidas durante o processo de dobramento da proteína. Além disso, a

plataforma disponibiliza possíveis interações iônicas e ligações de hidrogênio formadas entre

o antígeno e o anticorpo. A lista dos parâmetros utilizados pelo PISA pode ser consultado no

endereço: https://www.ebi.ac.uk/pdbe/docs/Tutorials/workshop_tutorials/PDBepisa.pdf

4.2.3 Caracterização da natureza de interação envolvida no reconhecimento do antígeno

pelo anticorpo scFv: PIC

Os complexos scFv-CR3022-RBD e scFv MAD22-RBD foram submetidos a

plataforma gráfica do PIC (do inglês Protein Interactions Calculator) para a determinação da

natureza de interação existente entre o antígeno e o anticorpo. A plataforma permite

estabelecer valores para as distâncias de interações de forma personalizada. Desse modo, os

valores de cut-off para interações hidrofóbicas foi padronizado em até 5.0 Å e para ligações de

hidrogênio em até 3.0 Å, para ligações iônicas e interações cátion-π o valor de referência foi

ajustada para distâncias em até 6.0 Å, para interações aromático-enxofre os valores

estabelecidos foram de 5.3 Å e para empilhamento do tipo π-π esse valor foi definido para

distâncias que variam de 4.5 Å a 7.0 Å. Em seguida, os resultados obtidos foram conferidos

manualmente, de forma que os valores preditos pelo programa foram os mesmo observados

medindo as distâncias interatômicas pela plataforma PyMOL.
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Como ilustrado, o processo inicial requer a entrada do arquivo contendo as

coordenadas estruturais do modelo no formato de leitura exigida pelo MutateX (PDB) e os

documentos necessários para realização dos cálculos pelo algoritmo FoldX. Em seguida, este

arquivo é reescrito pelo servidor de forma que para cada resíduo de aminoácido presente na

estrutura um modelo em formato PDB é gerado e usado na etapa de reparação pelo FoldX.

Nesta etapa, ocorre a otimização da energia da proteína com a finalidade de remover possíveis

choques interatômicos ou alterar a conformação de resíduos não favoráveis

estereoquimicamente contidos no arquivo de entrada. Além disso, no decorrer do processo

também são gerados os documentos necessários para a realização da varredura mutacional,

como o arquivo de chamada do FoldX e a listas contendo os resíduos de aminoácidos que

serão usados durante a mutação. Na etapa seguinte, dá-se início ao processo de mutação

realizado na estrutura da proteína, onde cada substituição em um determinado resíduo é

tratado como independente pelo FoldX, sendo executada de forma automatizada pelo

MutateX. Deste modo, um modelo de proteína mutada é gerado em conjunto com seu

correspondente wildtype, seguido do cálculo da diferença da variação de energia existente

entre elas, descrita pela equação 3.0.

∆∆� = ∆��������� −∆�������� [���� ���−1] (3.0)

Nessa vertente, uma sequência de combinações de funções empíricos são usados para

estimar a variação de energia livre de Gibbs (ΔG) associada a cada modelo, como

representado pela equação 3.1.

(3.1)∆G = �∆Gvdw + �∆GsolvH + �∆GsolvP + �∆Gwb + �∆Ghbond + �∆Gel+ �∆Gkon + ℎT∆Smc + �T∆Ssc + �∆Gclash
Onde ΔGvdw corresponde a energia atribuída à força de Van der Waals originada das

interações entre os resíduos de aminoácidos presentes na estrutura da molécula; ΔGsolvH e

ΔGsolvP representam os termos relacionados à energia de dessolvatação de grupamentos

hidrofóbicos e polares, respectivamente, durante o processo de dobramento da proteína; ΔGwb

é o termo associado ao cálculo da energia entre moléculas de águas ligadas fortementes às

proteínas; ΔGhbond se refere ao termo utilizado para calcular as ligações de hidrogênio

presentes na estrutura, baseado na geometria e na energia atribuída a esse tipo de interação;
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ΔGel representa a função a qual analisa as contribuições eletrostáticas associada à energia livre

da proteína durante o processo de enovelamento por meio da aplicação da lei de Coulomb;

ΔGkon termo utilizado para calcular a energia necessária para a formação de complexos

protéicos por meio do cálculo da força eletrostática presente na interface de interação das

moléculas; ΔSmc e ΔSsc são as funções relacionadas ao custo entrópico necessário para fixar o

arcabouço protéico e as cadeias laterais, respectivamente, em uma determinada conformação;

ΔGclash se refere a energia atribuída aos impedimentos estéricos causados pelos átomos

presentes na estrutura da proteína.

A varredura virtual de mutações no paratopo do anticorpo realizada pelo programa

MutateX, fornece resultados dispostos em mapas de calor e também em dados quantitativos

referentes ao valor de ΔΔG do resíduo de aminoácido mutante. Estes valores obtidos pelo

programa variam em uma escala de 5 a -3 kcal.mol-1. Para a construção do modelo do

anticorpo otimizado, valores de ΔΔG ≤ -1 kcal.mol-1 foram considerados para escolha do

resíduo de aminoácido mutante visando o ganho de interações com o antígeno. Após esta

etapa, realizou-se construção do modelo do anticorpo scFv otimizado (i.e. contendo todas as

mutações preditas como potencializadoras de interação) pela mesma metodologia descrita

acima, sendo posteriormente alinhada com o anticorpo do complexo original para obtenção da

estrutura completa da interação antígeno-anticorpo. O FoldX também dispõe de ferramentas

para estimar a energia livre de interação entre duas moléculas, como mostrado pela figura 22.

4.4 SIMULAÇÕES DE DINÂMICA MOLECULAR.

O complexo de anticorpos scFv interagindo com a porção RBD da proteína Spike do

vírus foi simulado por meio do pacote GROMACS 2018.6, programa de dinâmica molecular

desenvolvido para simulações de macromoléculas como proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos

(ABRAHAM et al., 2015; BERENDSEN et al., 1995). O preparo da topologia do sistema foi

realizado utilizando o campo de força AMBER99SB-ILDN, seguido pela construção da caixa

de simulação de formato retangular nas dimensões 9x16x9 nm3, onde o complexo antígeno-

anticorpo foi centralizado nas coordenadas 4.5 nm, 5.0 nm, 4.5 nm. A localização do

complexo na caixa se faz essencial para que durante as simulações de dinâmica molecular

direcionada (do inglês Steered Molecular Dynamics), a porção RBD se desligue

completamente do anticorpo scFv sem que esta se extravase pelas laterais da caixa. Deste

modo, o sistema foi posteriormente preenchido com água TIP3P (HARRACH et al., 2014),
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com acréscimo de íons Na+ e Cl- na concentração de 0,15 M cujo objetivo é promover a

neutralização da carga líquida do sistema em pH 7,0. Após o preparo do sistema, uma série

de cálculos de minimização de energia foi realizada para que haja a correção de contatos

desfavoráveis na estrutura da proteína e a adaptação do solvente ao redor desta. Estes cálculos

foram realizados seguindo duas metodologias, sendo a primeira de acordo com o método

Steepest Descent, e a segunda pelo o algoritmo Conjugate Gradient.

Em seguida, foi realizada a equilibração do sistema durante 500 ps onde manteve-se o

número de partículas, o volume e a temperatura constante (NVT), à 298K, por meio de um

termostato V-rescale (tau_t = 0.1 ps). Além disso, restrições espaciais foram impostas aos

átomos pertencentes à estrutura da proteína e as interações de longo alcance, de 1.2 nm de

distância, como potencial de Coulomb e interações de Lennard-Jones, foram contornadas pelo

emprego do algoritmo PME (do inglês Particle Mesh Ewald) (DARDEN et al., 1993). Logo

após, o sistema foi novamente equilibrado por 500 ps, porém mantendo o número de

partículas, a pressão e a temperatura constante (NPT), à 1 bar, por meio do uso do barostato

Parrinello-Rahman (tau_p = 2 ps). O tempo de integração utilizado na simulação foi de 2 fs,

devido ao emprego do algoritmo LINCS (HESS et al., 1997). Ao término desse processo,

simulações de dinâmica molecular direcionada foram realizadas com auxílio do plugin

PLUMED 2.5 (BONOMI et al., 2009; THE PLUMED CONSORTIUM, 2019) junto ao

pacote GROMACS 2016. Esta metodologia fornece as configurações ao longo do processo de

desligamento do complexo antígeno-anticorpo necessárias para o uso da técnica de Umbrella

Sampling. Para isso, a escolha da variável de tração foi definida como a distância entre o

centro de massa de ambas proteínas e a força aplicada foi de 1000 kJ/mol durante um

intervalo de tempo correspondente a 900 ps. Foram selecionadas configurações entre 3,5 nm

(estado ligado) até 7,0 nm (estado desligado), espaçadas em 0,1 nm entre si, num total de 16

configurações.

Em seguida, o cálculo do Potencial Mean Force (PMF), propriedade que descreve a

energia de desligamento do complexo antígeno-anticorpo, foi realizado por meio do método

de Umbrella Sampling utilizando as configurações obtidas anteriormente. O complexo foi

simulado por 50 ns em cada uma das 16 janelas (3.5 - 7.0 nm). No total, o tempo de simulação

para todos complexos (4 controles e 4 protótipos) foi de 6,4 µs. A diferença de energia entre o

estado ligado e o estado ao longo do PMF é a energia livre de Gibbs (ΔG) (YOU et al., 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 CONSTRUÇÃO DO MODELO DO ANTICORPO scFv ANTI-RBD-SARS-CoV-2

Após a varredura virtual por moldes disponíveis no Protein Data Bank (PDB), duas

estruturas foram consideradas para a produção do modelo antígeno-anticorpo. O primeiro

molde se refere ao arquivo PDB ID 64W1 (YUAN et al., 2020), estrutura obtida pela técnica

de difração por raio-X referente a porção Fab do anticorpo neutralizante CR3022 interagindo

com a proteína antigênica RBD do SARS-CoV-2. Este anticorpo foi isolado de soro

convalescente de pacientes apresentando a Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS do

inglês Severe Acute Respiratory Syndrome) causada pelo SARS-CoV entre os anos de 2002 e

2003 na China, sendo empregado como uma das terapias de urgência no controle do

agravamento de pacientes portadores da COVID-19 (Figura 23a). O segundo arquivo é a

estrutura do complexo anticorpo scFv-IL-1β identificado pelo código PDB ID 2KH2

(WILKINSON et al., 2009), obtido pelo método de ressonância magnética nuclear (RMN),

sendo sua escolha baseado na presença de uma alça formada por resíduos de glicina e serina

unindo ambas as cadeias da porção variável do anticorpo, a qual auxilia no tamanho

necessário para preservar a flexibilidade existente entre os domínios (Figura 23b).

A sequência de anticorpo scFv-CR3022 desenhada foi alinhada às estruturas moldes

por meio do servidor Clustal Omega, o qual promove o alinhamento múltiplo de sequências

baseado na metodologia de alinhamento progressivo, ou seja, durante a fase de alinhamento

os algoritmos empregados pelo servidor procuram por sequências que apresentam menor

relação evolutiva entre si criando uma topologia denominada “árvore guia”, a qual servirá

para direcionar a ordem do alinhamento baseando nesta filogenia originada (SIEVERS et al.,

2011; SIEVERS et al., 2017).

Os documentos relacionados a criação da sequência primária do anticorpo scFv-

CR3022 assim como o alinhamento entre as estruturas se encontram no APÊNDICE A.
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Figura 23 - Estruturas moldes usadas na construção da scFv anti-RBD do SARS-CoV-2.

(A) Cristal da porção Fab do anticorpo CR3022 (PDB ID 6W41) interagindo com a RBD do SARS-CoV-2

(branco), destacando a cadeia pesada (laranja) e a cadeia leve (amarelo) do anticorpo. (B) Estrutura de um

anticorpo scFv (cinza) interagindo com a proteína IL-1β (marrom claro) demonstrando a posição da alça flexível

(vermelho) unindo as duas cadeias do anticorpo (PDB ID 2KH2). Fab: Fragment antigen-binding; Fv: Fragment

variable; VH e VL: Heavy and Light chain of variable domain; CH e CL: Heavy and Light chain of constant

domain. Fonte: Este trabalho.

Em seguida, o alinhamento realizado foi utilizado para modelar as estruturas de

anticorpos scFv utilizando o servidor MODELLER 10.1. Esse servidor emprega algoritmos de

satisfação de restrições espaciais o qual transferem as coordenadas cartesianas e internas dos

átomos presentes na estrutura da proteína molde para a sequência alvo em estudo. Nessa

vertente, as restrições homólogas relacionadas a distância entre carbono-α (Cα) e ângulos

torcionais (diedros) da cadeia principal são obtidas a partir da estrutura tridimensional da

proteína molde e transferidas para a sequência alvo por meio do alinhamento estrutural entre

elas, seguido do emprego de cálculos de restrições espaciais, o qual tem por objetivo ajustar a

estereoquímica da molécula utilizando os parâmetros presentes no campo de força

CHARMM22, e por fim, ocorre a otimização da estrutura para a obtenção do modelo final

(SALI et al., 1993; FISER et al., 2000; MARTÍ-RENOM et al., 2000; WEBB et al., 2016).

Ao término do processo de modelagem, foram gerados ao todo 50 modelos de

anticorpo scFv, onde a escolha da melhor estrutura baseou-se no menor valor de DOPE
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alcançado pela molécula. Em seguida, o modelo foi avaliado e validado quanto a qualidade da

estrutura, sendo os resultados obtidos sumarizados na tabela 2.

Tabela 2 - Processos de validação da estrutura do anticorpo em formato scFv-CR3022.

Ramachandran Plot

ProSA-web

Z-score

ERRAT

Overall quality

factor (%)

Verify3D

% dos resíduos

com pontuação

3D-1D ≥ 0,2

Resíduos nas

regiões mais

favorecidas (%)

Resíduos em

regiões

adicionais

permitidas (%)

Resíduos em

regiões

generosamente

permitidas (%)

Resíduos em

regiões não

permitidas (%)

90,2% 9,8% 0,0% 0,0% -6,78 76,82 100,0%

Os servidores utilizados avaliaram a qualidade energética do modelo (ProSA-web), estereoquímica

(PROCHECK), relação estrutura 3D-1D (VERIFY3D) e interações atômicas incorretas (ERRAT). Fonte: Este

trabalho.

A estrutura modelada demonstrou o valor de Z-score equivalente a -6,78, isto é, o

modelo se encontra localizado dentro da faixa de pontuação de proteínas com o mesmo peso

molecular e elucidadas pelo método de RMN, indicando uma boa qualidade da estrutura

proteica. Além disso, as análises realizadas pelo ProSA-web mostraram que a maioria dos

resíduos se encontram em regiões de baixas energias, assegurando a qualidade do modelo

(WIEDERSTEIN et al., 2007; SADDALA et al., 2017; WADANAMBI, 2020). Os gráficos

gerados pelo servidor podem ser consultados no APÊNDICE B.1.

O servidor ProSA-web utiliza cálculos baseados no potencial de força média da

estrutura para estimar a qualidade do modelo. O método é capaz de identificar erros no

enovelamento de proteínas ou se essas apresentam regiões mal dobradas, por meio das

características energéticas contidas nas interações intramoleculares entre dois resíduos de

aminoácidos em função do distanciamento espacial entre os átomos associados a cada resíduo.

Além disso, o servidor emprega um segundo potencial responsável para estimar a energia

relacionada a interação entre os resíduos de aminoácidos expostos e o solvente, aplicando o

princípio inverso de Boltzmann, o qual efetua os cálculos baseados em parâmetros obtidos de

estruturas de proteínas elucidas experimentalmente. Os resultados obtidos após os cálculos

são expressos por meio de um gráfico de energia em função da localização dos resíduos de
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aminoácido presente na estrutura e também pelo valor do Z-score demonstrado pela proteína

em análise (SIPPL, 1993a; SIPPL, 1993b; WIEDERSTEIN et al., 2007).

Os resultados obtidos pela a análise do perfil estereoquímico da estrutura realizado

pelo servidor PROCHECK demonstrou a presença de 90,2% dos componentes da estrutura

em regiões mais favoráveis, equivalente a 184 resíduos de aminoácidos, e 9,8% em regiões

permitidas, sendo um total de 20 resíduos de aminoácidos. Não foram encontrados resíduos

em regiões pouco favorecidas ou não permitidas, demonstrando uma excelência na qualidade

do modelo. Resíduos de glicina e prolina apresentam comportamentos diferentes quando

submetidos a análises pelo método de Ramachandran daquele observado para os outros 18

aminoácidos. Isto se deve às características estruturais presentes nos dois resíduos, onde o

primeiro é composto pelo Cα aquiral, tendo em sua cadeia lateral um átomo de hidrogênio, o

qual aumenta as probabilidades de conformações adotadas pelo resíduo devido ao aumento da

flexibilidade da região onde está inserido, e o segundo apresenta um anel heterocíclico

pirrolidino em sua cadeia lateral, restringindo as conformações adotadas pela região onde está

localizado (LOVELL et al., 2003; CARUGO et al., 2013). Na estrutura do modelo de

anticorpo scFv-CR3022 foram observados 40 resíduos de glicina e 11 resíduos de prolina,

sendo todos encontrados em conformações estereoquímicas favoráveis. Os gráfico de

Ramachandran gerado para esses resíduos podem ser consultados no APÊNDICE B.3.

O servidor PROCHECK emprega parâmetros estereoquímicos provenientes dos

estudos realizados por Morris et al., (1992), onde os pesquisadores obtiveram as coordenadas

geométricas relacionadas aos ângulos de torsão φ, ψ e χ a partir de estruturas de proteínas

elucidadas pelo método de cristalografia e difração por raio-X. Além disso, o servidor

também utiliza de informações a respeito dos comprimentos e ângulos de ligações presentes

nessas moléculas, os quais foram derivados de pesquisas estatísticas por meio de proteínas

depositadas em bancos de dados de estruturas (ENGH et al., 1991; MORRIS et al., 1992;

LASKOWSKI et al., 1993; HOLLINGSWORTH et al., 2010)

O modelo de anticorpo scFv-CR3022 também foi analisado quanto a compatibilidade

existente entre a estrutura tridimensional (3D) modelada e sua sequência primária (1D) pelo

servidor Verify3D (DASARI et al., 2016). O resultado obtido demonstrou que 100% dos

resíduos se encontram em regiões permitidas pela relação 3D-1D, isto é, os resíduos de

aminoácidos presentes na estrutura modelo obtiveram pontuações ≧ 0,2, sendo este valor
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característicos de estruturas elucidadas por métodos experimentais (TRAN et al., 2015;

KUMAR et al., 2019) (APÊNDICE B.5).

Os cálculos realizados pelos algoritmos do servidor Verify3D caracterizam os resíduos

de aminoácidos presentes no modelo em análise atribuindo-os a uma classe estrutural de

acordo com sua localização e seu ambiente químico (NAGARAJAN et al., 2017). Nesta

vertente, o servidor promove uma varredura pela sequência primária da proteína com o

objetivo de verificar a compatibilidade existente entre o resíduo de aminoácido e seu local no

modelo tridimensional, isto é, se estes se encontram em regiões expostas ao solvente ou

escondidos em ambientes hidrofóbicos de acordo com as características físico-químicas

individuais de cada resíduo. Os algoritmos também analisam a frequência destes em regiões

desenoveladas como as alças, ou se os mesmos são responsáveis por formar estruturas mais

ordenadas como as folhas betas e alfa hélices. Em seguida, uma matriz de pontuação é gerada

e comparada com as de proteínas cuja estrutura terciária são bem estabelecidas, utilizando-as

como um perfil de referência. Os resultados gerados pelo servidor são representados por um

gráfico onde o valor obtido para cada um dos resíduos de aminoácidos é expresso em um

intervalo o qual varia de -1 a +1, sendo os resíduos que se encontram próximo ao valor de 0,0

considerados com baixa precisão de predição ou apresentam conformação menos estável

(BOWIE et al., 1991; EISENBERG et al., 1997; JAIN et al., 2014; LAKHLILI et al., 2015).

O último processo de validação do modelo de anticorpo scFv-CR3022 baseou-se na

análise das interações entre átomos não ligados, realizado pelo programa ERRAT. O resultado

expresso em porcentagem equivalente ao fator da qualidade geral do modelo demonstrou que

76,82% dos resíduos de aminoácidos estão abaixo do limite de rejeição estipulado pelo

servidor, indicando uma boa qualidade da estrutura (APÊNDICE B.7).

O programa ERRAT calcula o perfil de interações não covalentes formadas por

diferentes átomos presentes na estrutura proteica com base nas interações atômicas

características vistas para proteínas elucidadas experimentalmente. Os algoritmos levam em

consideração três tipos de átomos durante as análises (C, N e O), podendo então ser formado

apenas seis tipos de interações intramolecular observadas na proteína dobrada e que são

entendidas pelo programa: CC, CN, CO, NN, NO e OO (COLOVOS et al., 1993). Além disso,

o servidor parte da premissa que a complexidade geométrica e energética presentes durante o

processo de enovelamento impõe um certo padrão de interação entre os átomos, não

apresentando distribuição randômica destes na cadeia da proteína, e que erros estruturais



79

levariam a uma perturbação desse padrão de interação (COLOVOS et al., 1993; SADDALA

et al., 2017; HASHEMZADEH et al., 2019). Deste modo, os resíduos de aminoácidos do

modelo localizados em zonas problemáticas mostradas pelo gráfico do ERRAT foram

identificados na estrutura tridimensional da proteína como os responsáveis pela formação das

regiões determinantes de complementaridade (CDRs do inglês complementarity-determining

regions) presentes no paratopo do anticorpo, o qual caracteriza-se por terminações em

conformação beta seguido de estruturas altamente desordenadas, os loops, sendo esses

responsáveis pela interação com o antígeno. A flexibilidade apresentada pelos loops e os

desafios impostos na sua caracterização durante a elucidação de estruturas de proteínas por

meio experimental, dificultam o acesso de informações relacionados ao perfil de interação

atômica nas regiões onde estão envolvidos (TANG et al., 2014; KARAMI et al., 2018).

Saddala et al. (2017) relataram a alta porcentagem de erros apresentada pelo servidor

ERRAT em regiões formadas por loops em seu modelo. Segundo os autores, esses resultados

já eram esperados devido a falta dessas estruturas no molde utilizado para gerar o modelo

proteico estudado por eles. Esse dado corrobora com a região espaçada encontrada entre os

resíduos 120 e 140 representada no gráfico gerado para o modelo scFv-CR3022, o qual

corresponde o local onde fora inserido a alça de glicina e serina unindo ambas as cadeias do

anticorpo. Além disso, as análises das interações formadas entre átomos não ligados estão

sujeitas a algumas restrições, como interações menores do que 3,5 Å de distância ou ainda as

interações entre os átomos do mesmo resíduo ou aqueles ligados convalentementes

(COLOVOS et al., 1993; SADDALA et al., 2017).

Após a etapa de validação, o modelo gerado foi alinhado ao cristal PDB ID 6W41 pela

plataforma PyMOL para o cálculo da raiz do desvio quadrático médio, o qual representa a

similaridade estrutural apresentada entre o modelo e o molde. O valor de RMSD obtido para o

anticorpo scFv-CR3022 foi equivalente a 0.152 Å de distância (Figura 24). Esse valor

aumenta à medida em que duas estruturas analisadas se mostram diferentes durante sua

superposição, de modo que valores iguais a 0.0 Å caracterizam moléculas idênticas. Nessa

vertente, o resultado obtido para o modelo de anticorpo scFv-CR3022 assemelha-se em

similaridade com o molde utilizado na criação do modelo, conferindo qualidade a estrutura

(CARUGO et al., 2008).
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Figura 24 - Alinhamento estrutural obtido pelo cálculo do RMSD entre o cristal e o modelo scFv-CR3022.

(A) Porção Fv do cristal PDB ID 6W41. (B) Modelo de anticorpo scFv-CR3022. (C) O alinhamento estrutural

entre a porção Fab do cristal PDB ID 6W41 e o modelo de anticorpo scFv-CR3022 demonstrou valor de RMSD

= 0.152 Å, indicando alto grau de similaridade entre as proteínas. Fonte: Este trabalho.

A análise comparativa entre duas proteínas pela equação do RMSD tem como

problemática a superposição de estruturas que se diferem em números de átomos, o qual

reflete diretamente no tamanho da molécula, normalmente o cálculo realizado considera

apenas o Cα presente no arcabouço da proteína ou em um subconjunto específico, como por

exemplo as hélices transmembranares, ou ainda apenas os átomos pesados da estrutura de

cada resíduo de aminoácido. Além disso, a superposição de proteínas constituídas por regiões

formadas por loops ou terminais altamente desestruturados podem levar ao aumento do valor

do RMSD devido a alta flexibilidade mostrada por estas regiões, fazendo com que os átomos

envolvidos no cálculo se distanciam um do outro quando alinhados (CARUGO et al., 2008;

KUFAREVA et al., 2011; SARGSYAN et al., 2017).

O complexo scFv-CR3022-Spike foi criado por meio da transposição do antígeno

presente no arquivo PDB ID 6ZDH para o modelo gerado, o qual representa a estrutura da

proteína Spike do SARS-CoV-2 com duas porções RBD em conformação ascendente, sendo

essa estrutura obtida por meio de microscopia eletrônica (Figura 25a) (ZHOU et al., 2020).

Para detalhar o reconhecimento do epítopo da proteína S pelo anticorpo scFv-CR3022, o

complexo formado apenas com a porção RBD foi construído pela transposição desse antígeno

presente no arquivo PDB ID 6W41 (Figura 25b).
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Figura 25 - Anticorpo scFv-CR3022 interagindo com a proteína S (PDB ID 6ZDH).

(A) Anticorpo scFv-CR3022 (ciano) reconhecendo a RBD em conformação ascendente (branco). (B) Complexo

scFv-CR3022-RBD construído a partir do antígeno disponível no arquivo PDB ID 6W41. Fonte: Este trabalho.

Como relatado previamente por Yuan et al., (2020), o epítopo reconhecido pelo

anticorpo CR3022 apenas se torna acessível quando a RBD se apresenta em conformação

ascendente, ou seja, quando a subunidade S1 expõe a proteína RBD para que esta interaja com

o receptor celular. Porém, dados obtidos por microscopia crio-eletrônica (Crio-ME) mostram

que mesmo quando uma RBD está exposta, a ligação do anticorpo à proteína antigênica pode

ser estereoquimicamente impedida por outras presentes na proteína homotrimérica e que estão

em conformação descendente (YUAN et al., 2020).

O modelo de anticorpo scFv-CR3022 obtido (Figura 25b) foi então utilizado nos

cálculos de mutação sítio-dirigida para produzir uma nova estrutura otimizada com o objetivo

de aumentar a interação desta com a proteína RBD do SARS-CoV-2 por meio de mutações

promovidas nos resíduos de aminoácidos presentes no paratopo do anticorpo.

5.2 PROCESSO DE OTIMIZAÇÃO DO ANTICORPO scFv-CR3022 E CONSTRUÇÃO DE

UM NOVO MODELO OTIMIZADO

5.2.1 Mapeamento dos resíduos de aminoácidos presentes na interface do anticorpo

scFv-CR3022 e caracterização da natureza de interação envolvida no reconhecimento

frente ao antígeno
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Os resultados do mapeamento dos resíduos de interface gerados pelos servidores

PRODIGY (do inglês protein binding energy) e PISA (do inglês protein interfaces, surfaces

and assemblies) apontaram 32 resíduos de aminoácidos responsáveis pela ligação do

anticorpo com o antígeno, sendo classificados em 12 tipos diferentes de estruturas. Além

disso, a análise da frequência relativa para cada resíduo demonstrou que a tirosina (TYR, total

de 7 resíduos) e a serina (SER, total de 6 resíduos), são vistas como componentes majoritários,

ocupando aproximadamente 40,6% do paratopo da proteína.

A metodologia adotada pelo PRODIGY se fundamenta nos estudos realizados por

Kastritis et al. (2014), onde demonstraram as contribuições promovidas por superfícies não-

interagentes da interface de contato entre duas proteínas e sua importância para a afinidade de

ligação entre elas. Os pesquisadores perceberam que além do contato direto entre as interfaces,

os resíduos de aminoácidos carregados ou polares, mesmo que não interagentes, contribuem

de forma significativa para a afinidade entre as moléculas por meio de interações

eletrostáticas de longo alcance, além daquelas formadas entre a superfície e o solvente

mediadas por ligações de hidrogênio (KASTRITIS et al., 2011; KASTRITIS et al., 2014).

As análises realizadas pelo PRODIGY também utiliza de valores de variações de

energia livre de Gibbs (ΔG) obtidas por métodos experimentais para estimar a presença de

interação entre duas proteínas. Vangone e Bonvin (2015) avaliaram a correlação existente

entre a distância de contato dos resíduos de aminoácidos de interface do complexo em um

intervalo de 3.0 Å a 20 Å e os valores de ΔG para cada distância. Os resultados demonstraram

que o maior número de contatos entre os resíduos responsáveis pela formação da rede de

interação ocorria a 5.5 Å de distância, definindo deste modo, o cut-off de alcance do método

(VANGONE; BONVIN, 2015; XUE et al., 2016).

Por outro lado, a abordagem utilizada pelo servidor PISA (do inglês protein interfaces

surfaces and assemblies) leva em consideração que, em condições biológicas, um sistema

formado por duas proteínas interagindo entre si é governado por propriedades físico-químicas

de caráter diversos, como a energia de solvatação, ligações de hidrogênio e ligações iônicas.

Essas interações são conservadas durante o processo de cristalização, onde as proteínas

tendem a se organizar em uma rede ordenada para a formação do cristal. Desse modo, o

servidor PISA faz uso desses parâmetros, entre outros listados pelo manual do programa,

para analisar a estrutura da proteína em estudo e predizer possíveis resíduos de aminoácidos
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presentes na interface de interação e que são responsáveis por manter a estabilidade do

complexo (KRISSINEL; HENRICK, 2005; KRISSINEL; HENRICK, 2007).

A lista dos resíduos interfaciais estão descritos na tabela 3 de acordo com as

propriedades físico-químicas apresentadas por cada estrutura.

Tabela 3 - Mapeamento dos resíduos de aminoácidos presente na interface de interação do anticorpo scFv-

C3022 realizado pelos servidores PRODIGY e PISA.

Grupos R alifáticos,

apolares
Grupos R aromáticos

Grupos R polares, não

carregados

Grupos R carregados

positivamente

Grupos R carregados

negativamente

G28*, G54*, G101* F29*
S100, S103, S174*,

S175*, S204*, S241*
K178* D55, D107

I30, I102, I176

Y27, Y32*, Y52,

Y173*, Y180, Y197,

Y240
T31*, T104*, T201* R59* E57, E203

W33, W198 N177*

* Não foi encontrado interação direta entre o resíduo presente no anticorpo e o antígeno. Fonte: Este trabalho.

Uma análise detalhada pelo servidor PIC (do inglês protein interactions calculator) foi

realizada com o objetivo de uma melhor compreensão da natureza de interação dos resíduos

identificados pelos servidores e a distância dessas estruturas com o antígeno. Esse programa é

utilizado para predizer possíveis interações formadas entre duas proteínas por meio de

parâmetros obtidos de diversas literaturas disponíveis nos bancos de dados. Os critérios

adotados pelo servidor estão detalhados no manual disponível no endereço eletrônico do

programa (http://pic.mbu.iisc.ernet.in/PIC_Criteria.pdf) (TINA et al., 2007). Os resultados

alcançados foram conferidos manualmente, de forma que os valores preditos pelos programas

foram os mesmo observados medindo as distâncias interatômicas pela plataforma PyMOL.

Ao todo, foram identificados cinco diferentes tipos de interações: ligações de hidrogênio,

ligações iônicas, interações hidrofóbicas, interações cátion-π e empilhamento do tipo π-π. Não

foram observadas interações formadas entre anéis aromáticos e grupamentos contendo o

átomo de enxofre. Os valores obtidos para ligações de hidrogênio e ligações iônicas, assim

como os principais átomos envolvidos nessas interações, estão detalhados na tabela 4.



84

Tabela 4 - Caracterização do tipo de interação formada entre os resíduos de aminoácidos presentes na interface

do complexo scFv-CR3022-RBD realizado pelo servidor PIC.

Ligação de Hidrogênio

SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv-CR3022 SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv-CR3022

PHE 377 [H] 1.89 TYR 52 [OH] LYS 386 [2HE] 2.70 ASP 107 [OD2]

PHE 377 [O] 2.50 TYR 52 [HH] CYS 379 [O] 1.96 ILE 102 [H]

LYS 378 [2HE] 2.90 ASP 55 [OD1] TYR 380 [O] 2.09 SER 103 [H]

LYS 378 [1HZ] 2.10 ASP 55 [OD2] TYR 380 [O] 2.60 SER 103 [1HB]

LYS 378 [2HZ] 1.90 GLU 57 [OE1] GLY 381 [O] 1.75 TYR 180 [HH]

THR 385 [OG1] 1.80 SER 100 [HG] SER 383 [HG] 2.40 SER 100 [OG]

LYS 386 [1HZ] 2.90 ASP 107 [OD1] ARG 408 [1HG] 2.90 ASP 55 [OD2]

LYS 386 [3HZ] 2.20 ASP 107 [OD1] ASP 428 [OD1] 2.10 TYR 240 [HH]

LYS 386 [3HZ] 3.00 ASP 107 [OD2] ASP 428 [OD2] 1.80 SER 174 [HG]

Fonte: Este trabalho.

A existência de uma ligação de hidrogênio se baseia no conceito geométrico onde a

estrutura doadora, o átomo de hidrogênio e a estrutura aceptora se encontram em uma ângulo

maior que 120º, e a distância entre eles menores que 3.5 Å. Por outro lado, as ligações iônicas

ocorrem entre quaisquer dois aminoácidos de cargas opostas, quando a cadeia lateral daqueles

carregados positivamente (CZ, NE, NH1, NH2 para a ARG; CD2, CE1, CG, ND1, NE2 para

Ligação Iônica

SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv-CR3022 SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv-CR3022

LYS 378 [NZ] 3.91 ASP 55 [OD1] LYS 378 [NZ] 5.00 GLU 57 [OE2]

LYS 378 [NZ] 3.02 ASP 55 [OD2] LYS 386 [NZ] 6.00 GLU 203 [OE1]

LYS 378 [NZ] 2.91 GLU 57 [OE1] LYS 386 [NZ] 4.80 GLU 203 [OE2]

LYS 386 [NZ] 3.00 ASP 107 [OD1] ARG 408 [NH1] 5.40 ASP 55 [OD2]

LYS 386 [NZ] 3.49 ASP 107 [OD2]
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a HIS; NZ para a LYS) se encontram a uma distância inferior a 6 Å daqueles carregados

negativamente (CG, OD1, OD2 para a ASP; CD, OE1, OE2 para a GLU) (VAN OSS; GOOD;

CHAUDHURY, 1986; NGUYEN et al., 2017). Baseado nesses dados, a ocorrência dessas

ligações foi vista como majoritária no complexo composto pelo anticorpo scFv-CR3022 e o

antígeno RBD, de modo que essas interações são coordenadas, principalmente, por resíduos

de LYS, ASP, GLU, TYR e SER, como mostram os resultados detalhados na tabela 4, obtidos

pelos servidor PIC (Figura 26).

Figura 26 - Desenho esquemático da superfície de interação entre o anticorpo scFv-CR3022 e a proteína RBD

apresentando as principais interações iônicas e ligações de hidrogênio.

Em destaque as ligações de hidrogênio (linha tracejada amarela) e as ligações iônicas (linha tracejada alaranjada)

formada entre os resíduos localizados na interface do complexo antígeno-anticorpo. Fonte: Este trabalho.

Com isso, corroborando com os estudos realizados por Jayashree et al. (2019), o

programa foi capaz de prever que um único resíduo de aminoácido pode apresentar dois ou

mais tipos de interações diferentes com o mesmo resíduo localizado na cadeia da proteína

ligada ou, ainda, com resíduos adjacentes presentes nessa estrutura (JAYASHREE et al.,

2019). Desse modo, observou-se que o resíduo de LYS378 do antígeno RBD é capaz de

interagir tanto com a ASP55, quanto com a GLU57 do paratopo do anticorpo scFv-CR3022,

por meio de ligações de hidrogênio e ligações iônicas formadas com ambos resíduos. O

mesmo ocorre para a LYS386, onde o resíduo apresenta esses dois mecanismos de interações

com a ASP107 durante o processo de reconhecimento pela superfície do anticorpo. Além
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disso, interações cátion-π também foram identificadas em uma distância de 5.37 Å entre os

resíduos de LYS378 e TYR52, e 5.35 Å para os resíduos de LYS386 e TYR197 (Figura 27)

(APÊNDICE C.2).

Figura 27 - Ocorrência de interações cátion-π na interface do complexo anticorpo scFv-CR3022-RBD.

Interações cátion-π em até 6 Å de distância entre o complexo formado pelo anticorpo scFv-CR3022 e a proteína

RBD do SARS-CoV-2. Fonte: Este trabalho.

Interações hidrofóbicas são caracterizadas como a capacidade de interação entre dois

dos nove aminoácidos apolares (GLY, ALA, ILE, LEU, MET, PHE, PRO, VAL e TRP) a

uma distância equivalente a 5.0 Å (NGUYEN et al., 2017). Essa forma de interação é

importante para a estabilização do complexo proteína-proteína, de modo que durante o

processo de ligação entre as moléculas, os resíduos de aminoácidos hidrofóbicos interfaciais

tende-se a se agruparem em uma região mais internalizada da estrutura, processo o qual

envolve um ganho de entropia, resultando na formação e estabilização do complexo

(SUNDBERG et al., 2000; YAN et al., 2007).

Nas análises realizadas para o sistema anticorpo scFv-CR3022 e o antígeno RBD, foi

observado que os principais resíduos de aminoácidos da interface entre as proteínas

responsáveis por promover esse tipo de interação são majoritariamente resíduos de isoleucina

(ILE, total de 5 resíduos), tirosina (TYR, total de 4 resíduos) e fenilalanina (PHE, total de 3

resíduos) (Figura 28a) (APÊNDICE C.1). No paratopo do anticorpo scFv-CR3022, os
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resíduos de isoleucina (ILE, total de 5 resíduos) e tirosina (TYR, total de 1 resíduo)

correspondem a 75% das estruturas responsáveis por esse tipo de interação, os outros 25% são

ocupados por dois resíduos de triptofano (TRP, total de 2 resíduos). Em contrapartida, para a

proteína RBD, além de dois resíduos de leucina (LEU, total de 2 resíduos), percebeu-se uma

contribuição significativa demonstrada pelos resíduos de fenilalanina (PHE, total de 3

resíduos) e tirosina (TYR, total de 3 resíduos), juntas totalizando também 75% dos resíduos

em interações hidrofóbicas do epítopo do antígeno. Apenas um empilhamento do tipo π-π foi

observado a uma distância de 5.88 Å entre a cadeia lateral do TRP33 do anticorpo e o resíduo

TYR380 da proteína RBD (Figura 28b) (APÊNDICE C.3).

Figura 28 - Interações de longo alcance identificadas na interface do complexo anticorpo scFv-CR3022-RBD.

(A) Presença de interações hidrofóbicas em até 5.0 Å de distância. (B) Ocorrência de empilhamento do tipo π-π a

5.88 Å de distância. Fonte: Este trabalho.

Para os resíduos assinalados com asterisco (*) na tabela 3, não foram encontrados

formas de interações diretas entre o anticorpo scFv-CR3022 e o antígeno. Porém, dados

obtidos pelo servidor PISA, mostram que essas estruturas apresentam área superficial exposta

ao solvente, e, como observado por Kastritis et al. (2014), este tipo de contato auxilia na

estabilidade do complexo antígeno-anticorpo (KASTRITIS et al., 2011; KASTRITIS et al.,

2014). A tabela 5 lista os resíduos não interagentes presentes na interface do anticorpo scFv-

CR3022 detalhando a área exposta e escondida para cada estrutura.
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Tabela 5 - Resíduos não interagentes presentes no paratopo do anticorpo scFv-CR3022.

Resíduo de AA ASA (Å2) BSA (Å2) Resíduo de AA ASA (Å2) BSA (Å2)

GLY 28 24.45 22.68 TYR 173 67.95 57.92

PHE 29 21.30 0.0 SER 174 103.87 24.49

THR 31 65.10 60.73 SER 175 102.16 54.12

TYR 32 25.44 10.72 ASN 177 107.46 17.97

GLY 54 29.37 8.38 LYS 178 71.62 18.71

ARG 59 113.38 15.71 THR 201 56.86 6.87

GLY 101 19.23 18.00 SER 204 109.72 3.43

THR 104 41.86 32.48 SER 241 25.67 0.0

ASA = Accessible Surface Area (Área de superfície acessível); BSA = Buried Surface Area (Área de superfície

escondida). Fonte: Este trabalho.

Com o objetivo de aumentar as formas diretas de interação entre o anticorpo e o

antígeno, os resíduos de aminoácidos não interagentes listados acima foram considerados

prioritários nos cálculos de mutações sítio-dirigidas realizados pelo servidor MutateX

(TIBERTI et al., 2019).

5.2.2 Cálculos de mutação sítio-dirigida

Os resultados da varredura mutacional está representado pela figura 29, obtida após os

cálculos realizados de forma automatizada pelo servidor MutateX, sendo expresso em termos

da ΔΔG atribuído a cada resíduo de aminoácido quando mutado para os outros 18 existentes.

A seleção dos melhores mutantes baseou-se no valor de ΔΔG ≤ -1 kcal.mol -1, quando

possível, além de analisar as contribuições físico-químicas apresentadas por cada resíduo de

aminoácido presente nas regiões de reconhecimento molecular do anticorpo, levando em

consideração os tipos de interações já formadas e tomando como prioridade aqueles que não

apresentaram interações diretas com o antígeno, como descrito anteriormente. A escolha do

resíduo mutante também considerou a posição onde o resíduo de aminoácido estava inserido,
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de forma que uma mudança radical, como a troca de uma ASP107 por uma MET, poderia

levar a uma perturbação não favorável da estrutura de reconhecimento molecular, mesmo que

esse resíduo apresentou o melhor valor de ΔΔG. Isso pode ocorrer pois o servidor não analisa

o efeito da mutação na estrutura como um todo, mas sim as consequências causadas em um

único ponto. A lista dos resíduos de aminoácidos escolhidos para serem otimizados pode ser

consultada no APÊNDICE D.

Figura 29 - Mapa de calor obtido pelos cálculos realizados pelo MutateX.

Mapa de calor representando as consequências ocorridas nos resíduos de aminoácidos após os cálculos de

mutação, sendo expresso pelo valor de ΔΔG atribuído. Fonte: Este trabalho.

5.2.3 Desenho e construção de um novo modelo de anticorpo scFv otimizado

Após a inserção dos novos resíduos de aminoácidos na sequência primária do

anticorpo scFv-CR3022, os quais foram selecionados pelo método de varredura mutacional no

paratopo da molécula, a construção do modelo da proteína prosseguiu-se pela mesma

metodologia detalhada pela figura 21. O anticorpo scFv otimizado foi nomeado como

MAD22 e os resultados do processo de validação da estrutura estão resumidos na tabela 6.
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Tabela 6 - Processos de validação da estrutura do anticorpo em formato scFv MAD22.

Ramachandran Plot

ProSA-web

Z-score

ERRAT

Overall quality

factor (%)

Verify3D

% dos resíduos

com pontuação

3D-1D ≥ 0,2

Resíduos nas

regiões mais

favorecidas (%)

Resíduos em

regiões

adicionais

permitidas (%)

Resíduos em

regiões

generosamente

permitidas (%)

Resíduos em

regiões não

permitidas (%)

90,2% 9,8% 0,0% 0,0% -6,66 78,39 98,83%

Os servidores utilizados avaliaram a qualidade energética do modelo (ProSA-web), estereoquímica

(PROCHECK), relação estrutura 3D-1D (VERIFY3D) e interações atômicas incorretas (ERRAT). Fonte: Este

trabalho.

Como observado, os valores de qualidade obtidos para o modelo do anticorpo scFv

MAD22 foram semelhantes aqueles alcançados pelo anticorpo scFv-CR3022 utilizando os

mesmo parâmetros de avaliação, indicando que as modificações dos resíduos de aminoácidos

na interface de reconhecimento molecular não causaram pertubação estrutural da proteína.

As análises referentes a qualidade energética do modelo realizado pelo servidor

ProSA-web, demonstraram que a estrutura modelada se encontra em regiões típicas de

proteínas elucidadas pelo método de RMN, caracterizado por valores de Z-score igual a -6,66

(Tabela 6). Além disso, a maioria dos resíduos de aminoácidos do anticorpo scFv MAD22 se

encontram em regiões de baixa energia, como previsto para proteínas bem estruturadas

(APÊNDICE B.2) (WIEDERSTEIN et al., 2007).

A estereoquímica da molécula assemelhou-se em qualidade com aquela apresentada

pelo anticorpo scFv-CR3022 (Tabela 6). O gráfico de Ramachandran plotado por meio do

servidor PROCHECK obteve 90,2% dos resíduos de aminoácidos em ambiente químicamente

favorável na estrutura da proteína, totalizando 185 resíduos. Em regiões permitidas

estereoquimicamente, esse valor correspondeu a 20 resíduos, representando 9,8% dos

componentes do anticorpo scFv MAD22. Assim como demonstrado nas análises do anticorpo

scFv-CR3022, não foram encontrado resíduos em regiões pouco favoráveis ou em regiões não

permitidas (LASKOWSKI et al., 1993; HOLLINGSWORTH et al., 2010). A estrutura do

anticorpo scFv MAD22 apresenta dois resíduos de glicina a menos do que o observado para o
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anticorpo scFv-CR3022, sendo substituídos por resíduos de glutamato e glutamina, de acordo

com os cálculos de mutação sítio-dirigida. Por outro lado, houve uma substituição de um

resíduo de serina por uma prolina, de modo que a presença dessa totaliza 12 resíduos na nova

estrutura de anticorpo (APÊNDICE B.4).

Como demonstrado, dos 38 resíduos de glicina, apenas um não se encontra em regiões

favoráveis, sendo esse localizado na posição 141 da cadeia da proteína. Análise da presença

desse resíduo na estrutura do anticorpo scFv MAD22, percebe-se que esse está situado na

porção terminal da alça flexível, o qual une ambos domínios da proteína. Desse modo, a

flexibilidade apresentada pela estrutura leva a uma variação da localização do resíduo de

glicina onde, podendo transitar entre regiões favoráveis e não favoráveis. Em contrapartida,

todos os resíduos de prolina se encontram em ambientes estereoquimicamente favoráveis.

Em seguida, o modelo de anticorpo scFv MAD22 foi submetido ao servidor Verify3D

para avaliar a relação entre sua estrutura tridimensional (3D) e sua sequência primária (1D)

(EISENBERG et al., 1997). O valor obtido pelo programa demonstrou que 98,83% dos

resíduos se encontram dentro dessa relação, correspondendo a valores ≥ 0,2 representado pelo

eixo y no gráfico, indicando uma boa qualidade do modelo gerado. Entretanto, uma pequena

parcela de resíduos se encontram em regiões ≥ 0,1, podendo indicar a presença de região

instável do modelo. Os resultados da análise podem ser observados na tabela 6 e também

consultado no APÊNDICE B.6.

Curiosamente, os cálculos realizados pelo servidor ERRAT com o objetivo de analisar

as interações entre átomos não ligados da proteína, demonstrou valores melhores do que os

observados para o anticorpo scFv-CR3022, sugerindo que 78,39% dos resíduos de

aminoácidos estão abaixo do limite de rejeição padronizado pelo programa, assegurando a

qualidade do modelo (Tabela 6). O gráfico gerado pode ser visualizado no APÊNDICE B.8.

Ao término do processo de validação do modelo, foi realizado o cálculo da raiz do

desvio quadrático médio (RMSD) pela mesma metodologia descrita anteriormente. A

similaridade encontrada entre o modelo de anticorpo scFv MAD22 e o molde PDB ID 6W41

foi equivalente a 0.093 Å de distância entre as proteínas, sendo esse valor melhor do que o

alcançado pelo anticorpo scFv-CR3022, demonstrando precisão no dobramento adotado pela

proteína (Figura 30).
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Figura 30 - Alinhamento estrutural obtido pelo cálculo do RMSD entre o cristal e o modelo scFv MAD22.

(A) Porção Fv do cristal PDB ID 6W41. (B) Modelo de anticorpo scFv MAD22. (C) O alinhamento estrutural

entre a porção Fab do cristal PDB ID 6W41 e o modelo de anticorpo scFv MAD22 demonstrou valor de RMSD

= 0.093 Å, indicando alto grau de similaridade entre as proteínas. Fonte: Este trabalho.

O complexo anticorpo scFv MAD22-Spike também foi construído por meio da

transposição da proteína antigênica disponível no arquivo PDB ID 6ZDH, e o detalhamento

do reconhecimento da proteína RBD foi alcançada pela mesma metodologia utilizando a

estrutura presente no arquivo PDB ID 6W41 (Figura 31).

Figura 31 - Anticorpo scFv MAD22 interagindo com a proteína S (PDB ID 6ZDH).

(A) Anticorpo scFv MAD22 (rosa) reconhecendo a RBD em conformação ascendente (branco). (B) Complexo

scFv MAD22-RBD construído a partir do antígeno disponível no arquivo PDB ID 6W41. Fonte: Este trabalho.
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5.2.4 Análise do paratopo do anticorpo scFv MAD22 para a estimativa do ganho de

interação entre o anticorpo e o antígeno

O anticorpo scFv MAD22 foi submetido às mesmas análises descritas para a proteína

não otimizada. Os servidores identificaram 33 resíduos de aminoácidos presentes no paratopo

do anticorpo e que são responsáveis pelo reconhecimento do antígeno, sendo observado o

ganho de um resíduo de prolina na posição 105. Além disso, todos os resíduos adicionados

após os cálculos de mutação foram preditos como interfaciais, indicando que as mudanças não

levaram a uma perturbação conformacional do paratopo da molécula (Figura 32).

Figura 32 - Vista superior do paratopo do anticorpo scFv MAD22.

Paratopo do anticorpo scFv MAD22 destacando os resíduos de aminoácidos mutados após os cálculo efetuados

pelo servidor MutateX, representado por estruturas em sticks na imagem acima. Para aqueles que permaneceram

conservado na molécula apenas sua forma em cartoon foi considerada (resíduos em ciano). Fonte: Este trabalho.

Os 33 resíduos de aminoácidos preditos podem ser distribuídos em 16 tipos diferentes

de estruturas, mais do que o observado para o anticorpo scFv-CR3022, onde essa diversidade

era composta por apenas 12 tipos diferentes de resíduos. Os resíduos de tirosina (TYR, total

de 6 resíduos) continuam sendo os mais frequentes na interface da molécula, em adição com

os resíduos de arginina (ARG, total de 6 resíduos) adquiridos pelo processo de mutação sítio-
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dirigida, onde na estrutura original era observado apenas uma unidade. Ao todo, os resíduos

de tirosina e arginina somam 36,36% do paratopo do anticorpo scFv MAD22. A tabela 7

detalha a posição e as características físico-químicas de cada resíduo.

Tabela 7 - Mapeamento dos resíduos de aminoácidos presente na interface de interação do anticorpo scFv

MAD22 realizado pelos servidores PRODIGY e PISA, tendo em destaque (sublinhado) aqueles que foram

mutados.

Grupos R alifáticos,

apolares
Grupos R aromáticos

Grupos R polares, não

carregados

Grupos R carregados

positivamente

Grupos R carregados

negativamente

G101* F178 S103, S204* K54* D55

I30, I176
Y32*, Y52, Y173*,

Y180, Y197, Y240* T104*
R59*, R174, R175,

R201, R202*, R241
E27*, E57, E107, E203

I102 W33, W198 N177* Q28

P100, P105* N31

* Não foi encontrado interação direta entre o resíduo presente no anticorpo e o antígeno. Fonte: Este trabalho.

A caracterização das ligações moleculares formadas entre o antígeno e o anticorpo

demonstrou a presença de todas as seis interações preditas pelo servidor PIC, o que não foi

observado para o anticorpo scFv-CR3022. O ganho de interação ocorreu, principalmente,

devido a presença de resíduos de arginina mutados nas posições 174, 175, 201 e 241,

participando tanto de ligações de hidrogênio quanto de ligações iônicas. Além disso, as

modificações no paratopo da proteína foi responsável por otimizar resíduos de aminoácidos,

os quais já estavam presentes na estrutura nativa, indicando que as mutações realizadas

favoreceram o reconhecimento do antígeno pelo anticorpo MAD22.

A tabela 8 traz de forma comparada os ganhos (+) e as perdas (-) de interações

observadas para ambos os anticorpos. Para maiores detalhes, consultar o APÊNDICE C.

Enquanto houve o acréscimo de uma PRO105 na interface do anticorpo scFv MAD22,

o servidor não identificou a presença do resíduo de PHE29 a qual havia na superfície do

anticorpo scFv-CR3022, sugerindo que as mutações dos resíduos vizinhos influenciam sobre

a localização desses resíduos na estrutura. Além disso, o programa demonstrou q a mudança

de um resíduo de aminoácido com características físico-químicas semelhantes pode ser
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favorável ou não no que tange a interação com o antígeno, como o observado para o resíduo

de THR31 mutado para o resíduo de MET, onde houve o ganho de interações hidrofóbicas,

ligações de hidrogênio e interação do tipo aromático-enxofre, em contrapartida, a mutação do

resíduo de ASP107 por uma GLU resultou na perda de uma ligação de hidrogênio entre o

anticorpo e o antígeno.

A porcentagem de resíduos não interagentes de forma direta também foi afetada pelas

modificações na superfície do anticorpo. Enquanto esses valores correspondiam a 50,0% do

paratopo do anticorpo scFv-CR3022, as análises demonstraram que apenas 36,36% dos

resíduos de aminoácidos presentes na superfície do anticorpo scFv MAD22 não foram

capazes de interagir com o antígeno.

É interessante ressaltar que as análises apresentadas pelo PIC apenas nos dão uma

estimativa das possíveis interações formadas pelo complexo antígeno-anticorpo, sendo

necessário simulações de dinâmica molecular com o objetivo de demonstrar, em termos de

energia livre de ligação (ΔG), as consequências ocasionadas pelos cálculos de mutação sítio-

dirigidas.
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Tabela 8 - Análise comparativa das interações formadas entre os anticorpos scFv e o antígeno RBD para o estudo das consequências ocasionadas pelos cálculos de mutação.

scFv-CR3022 Posição scFv MAD22 Perda/ ganho interação scFv-CR3022 Posição scFv MAD22 Perda/ ganho interação

TYR 27 GLU - Interação hidrofóbica - 105 PRO Não foi observado

GLY 28 GLN + Ligação de hidrogênio ASP 107 GLU - Ligação de hidrogênio

PHE 29 - Não foi observado TYR 173 TYR Não houve alteração

ILE 30 ILE + Interação hidrofóbica SER 174 ARG + Ligação iônica

THR 31 MET
+ Ligação de hidrogênio/

Interação hidrofóbica/ Ar-S
SER 175 ARG

+ Ligação de hidrogênio/

iônica

TYR 32 TYR Não houve alteração ILE 176 ILE + Interação hidrofóbica

TRP 33 TRP + Interação cátion-π ASN 177 ASN Não houve alteração

TYR 52 TYR + Interação hidrofóbica LYS 178 PHE + Interação hidrofóbica

GLY 54 LYS Não houve alteração TYR 180 TYR + Ligação de hidrogênio

ASP 55 ASP + Ligação iônica TYR 197 TYR Não houve alteração

GLU 57 GLU + Ligação de hidrogênio TRP 198 TRP Não houve alteração

ARG 59 ARG Não houve alteração THR 201 ARG
+ Ligação de hidrogênio/

iônica

SER 100 PRO - Ligação de hidrogênio
GLU 203 GLU + Ligação de hidrogênio

+ Interação hidrofóbica

GLY 101 GLY Não houve alteração SER 204 SER Não houve alteração

ILE 102 LEU + Ligação de hidrogênio TYR 240 TYR - Ligação de hidrogênio

SER 103 SER Não houve alteração SER 241 ARG
+ Ligação de hidrogênio/

iônica

THR 104 THR Não houve alteração

Fonte: Este trabalho.
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5.3 SIMULAÇÕES DE DINÂMICA MOLECULAR: MÉTODOS AMPLIADOS NO

ESTUDO DO COMPORTAMENTO DOS ANTICORPOS scFv-CR3022 e scFv MAD22

FRENTE AO ANTÍGENO RBD PERTENCENTE AO VÍRUS SARS-CoV-2

A análise da força de interação entre o complexo formado pelo anticorpo scFv-

CR3022/ scFv MAD22 e a proteína RBD foi realizada por meio de simulação de dinâmica

molecular direcionada, onde uma força de 1000 kJ/mol foi aplicada a cada complexo em um

intervalo de tempo de 900 ps para promover a dissociação entre as proteínas (Figura 33a). O

limiar entre o estado ligado e desligado do complexo ocorre a uma distância de 6 nm,

representada na figura 33b por uma linha tracejada na horizontal, sendo este referente a

distância existente entre o centro de massa de cada proteína.

As análises das interações realizadas para o anticorpo scFv-CR3022 com a proteína

RBD do vírus SARS-CoV-2 (linha ciano) revelaram que estas ocorrem de forma mais fraca

quando comparada com os outros dois complexo. A dissociação do complexo inicia-se após

400 ps de simulação, sendo completamente desligado após aproximadamente 550 ps, como

observado pela figura 33b. A interação fraca formada pelo complexo anticorpo scFv-CR3022-

RBD-SARS-CoV-2 era esperado, uma vez que a construção desse anticorpo scFv é referente

a porção Fv do cristal PDB ID 6W41, o qual foi obtido a partir de um anticorpo anti-RBD do

vírus SARS-CoV isolado de pacientes portadores da SARS. Em contrapartida, quando

anticorpo scFv-CR3022 interage com o antígeno RBD do SARS-CoV (linha verde) o tempo

em que o complexo leva para se dissociar se prolonga. Após 500 ps de simulação o anticorpo

permanece interagindo com a RBD, ocorrendo a separação completa entre as proteínas apenas

após 650 ps, sugerindo que o desligamento do complexo requer um maior acúmulo de energia.

Entretanto, quando as análises foram realizadas para o anticorpo scFv MAD22 o perfil de

interação diferiu significativamente (linha magenta). O anticorpo mutado permaneceu

fortemente associado ao antígeno RBD referente ao SARS-CoV-2 durante aproximadamente

700 ps de simulação, ocorrendo a completa dissociação do complexo após 850 ps de

simulação.

As configurações obtidas durante as simulações de dinâmica molecular direcionada

para os complexos de antígeno-anticorpo foram utilizadas nos cálculos do potencial de força

média (PMF, do inglês potential of mean force) realizados pelo método de Umbrella sampling.

O potencial de força média corresponde a energia livre associada ao desligamento do

complexo antígeno-anticorpo em função da coordenada de reação (ξ). O cálculo foi realizado
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simulando 16 janelas espaçadas a uma distância de 1 nm entre elas nas configuração de 3.5 -

7.0 nm, levando a um tempo total de simulação de 6,4 µs.

Figura 33 - Simulação de dinâmica molecular direcionada realizada para os complexos scFv-CR3022-RBD-

SARS-CoV-2, scFv-CR3022-RBD-SARS-CoV e scFv MAD22-RBD-SARS-CoV-2.

(A) Gráfico representando a força aplicada no sistema em KJ/mol (y) versus o tempo de simulação necessário

para a dissociação dos complexos em picossegundo (x). (B) Gráfico representando a distância entre os centros de

massas para cada proteína dada em nanometros (y) versus o tempo de simulação necessário para a dissociação

dos complexos em picossegundo (x). Fonte: Este trabalho.
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De acordo com a figura 34, pode-se observar que a energia livre correspondente a

dissociação entre o complexo anticorpo scFv MAD22 e a RBD do SARS-CoV-2 (linha azul

escuro) está em torno de 192,5 kJ/mol enquanto que para o complexo formado entre o

anticorpo scFv-CR3022-RBD-SARS-CoV-2 (linha vermelha) esses valores não ultrapassam a

70 kJ/mol. Esse resultado indica que as mutações realizadas no paratopo do anticorpo

aumentaram a energia de ligação existente entre o complexo antígeno-anticorpo, podendo

sugerir o aumento de afinidade entre eles. Quando a simulação foi realizada para complexo

scFv-CR3022-RBD-SARS-CoV (linha preta) os resultados se mostraram totalmente

corroborativos com o que fora observado até então, indicando um aumento de energia livre,

em torno de 95 kJ/mol, o que era esperado para o anticorpo neutralizante.

Figura 34 - Gráfico do potencial de forma média obtido pelo método de Umbrella sampling.

Energia livre (kJ/mol) associada ao processo de desligamento dos complexos antígeno-anticorpo em função da

coordenada de reação (ξ) obtido pelo método de Umbrella sampling. Fonte: Este trabalho.
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Com o objetivo de validar as estruturas construídas pelos métodos de biofísica

computacional, o próximo capítulo retrata a metodologia adotada e os resultados obtidos

durante a expressão e purificação dos anticorpos scFv recombinantes.
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CAPÍTULO 2

EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DOS ANTICORPOS scFv EM Escherichia coli PARA

APLICAÇÃO NO DIAGNÓSTICO DIRETO DA COVID-19

“A esperança equilibrista sabe que o show de todo artista tem que continuar.”

Elis Regina

1 INTRODUÇÃO

A COVID-19 é uma doença altamente contagiosa causada pelo novo coronavirus

SARS-CoV-2 e declarada pandêmica no dia 11 de março de 2020 (HU et al., 2020). O

processo infeccioso inicia-se por meio da interação entre domínio de ligação ao receptor

localizado em uma subunidade da proteína Spike expressa na membrana do vírus, com

receptores ECA2 encontrados principalmente em células pulmonares, podendo desencadear

sintomas leves no hospedeiro ou culminar em respostas moderadas a graves, resultando na

morte do doente (ORTIZ-PRADO et al., 2020; V’KOVSKI et al., 2020)

Limitações apresentada pelo método da PCR, padrão ouro no diagnóstico da doença,

torna-se difícil promover a ampla testagem da população (SCOHY et al., 2020). Além disso,

métodos de triagem como os testes baseados na sorologia do paciente são desvantajosos no

que tange o rastreio precoce dos doentes, devido a necessidade da produção de anticorpos

IgM e IgG, os quais ocorrem de forma tardia (D’CRUZ et al., 2020; VABRET et al., 2020).

Desse modo, a necessidade de métodos de detecção capazes de capturar o antígeno em

amostras de pacientes tornam-se de suma importância para auxiliar e coordenar no controle da

doença (MERTENS et al., 2020).

A tecnologia do DNA recombinante levou ao estudo de diferentes sistemas utilizados

na produção de proteínas pelo método de expressão heterologa, permitindo o aumento de

produção de bioprodutos de interesse industrial como enzimas, hormônios e anticorpos, de

forma rápida e barata, impulsionando o desenvolvimento de fármacos e insumos aplicados ao

diagnósticos de doenças infecciosas (GOMES et al., 2016). Neste trabalho, o organismo de

empressão E. coli foi utilizado para produzir anticorpos anti-SARS-CoV-2 para aplicação no

desenvolvimento de um novo teste diagnóstico baseado na captura do antígeno.
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2 REVISÃO DA LITERATURA

2.1 TESTE DE CAPTURA DE ANTÍGENO NA DETECÇÃO DA COVID-19

Como retratado anteriormente, a técnica da PCR é considerada o padrão ouro no

diagnóstico da COVID-19. Entretanto, as limitações apresentadas pelo método formam

obstáculos no que tange a ampla testagem da população (SCOHY et al., 2020). Além disso,

os recursos necessários para a realização do método não estão disponíveis em postos de saúde

locais, sendo esse espaço o primeiro a ser procurado por pacientes suspeitos de portar a

COVID-19 (YAMAYOSHI et al., 2020). Nessa vertente, métodos baseados na detecção de

anticorpos contra o vírus foram desenvolvidos e implementados com o objetivo de ampliar o

acesso ao diagnóstico da doença. Porém, a falta de acurácia e a necessidade da soroconversão

do paciente, a qual pode ocorrer em até 18 dias após infecção, dificultam o rastreio precoce

dos indivíduos infectados (D’CRUZ et al., 2020; DIAO et al., 2021).

De modo a contornar essa problemática, testes rápidos baseados na captura do

antígeno foram produzidos e aprovados para uso clínico em diversos países, auxiliando nas

tomadas de decisões frente a pacientes suspeitos de apresentar a infecção (MERTENS et al.,

2020; YAMAYOSHI et al., 2020). O tempo de execução do método geralmente leva de 15 a

30 minutos, não requerendo mão de obra altamente qualificada, além de ser mais barato do

que a técnica da PCR. Semelhante aos testes rápidos sorológicos, os testes baseados na

captura do antígeno também se fundamentam no princípio do imunoensaio de fluxo lateral,

porém, o alvo desse método são as duas principais proteínas antigênicas presentes na estrutura

do SARS-CoV-2 (proteína S e proteína N). As amostras utilizadas podem ser coletadas por

meio do swab no trato respiratório superior ou até mesmo amostras de saliva dos pacientes

suspeitos (FALZONE et al., 2021; KEVADIYA et al., 2021). A figura 35 mostra de forma

esquematizada como ocorre esse método de detecção do vírus causador da COVID-19.

Resumidamente, a amostra do paciente suspeito é depositada no cassete contendo uma

membrana de nitrocelulose imobilizada com o agente de captura e, em seguida, adiciona-se o

tampão salino fazendo com que a amostra flua por capilaridade pela superfície da membrana

durante o período de incubação. Ao longo desse processo, anticorpos conjugados a ouro se

ligam aos antígenos específicos, sendo, em seguida, complexados com os agentes de captura,

resultando no surgimento de uma banda indicando que o teste positivou para o vírus SARS-

CoV-2. Uma outra banda surge para assegurar a eficácia do teste, sendo essa a linha
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denominada controle, composta pelo complexo anticorpo anti-IgG de coelho conjugado ao

ouro e seu respectivo antígeno (FALZONE et al., 2021; PETO et al., 2021).

Figura 35 - Método esquemático da detecção da COVID-19 pelo método de captura de antígeno resumido em 7

principais etapas.

(1) Adição da amostra no cassete. (2) Adição do tampão salino. (3) Incubação da amostra. (4) Formação do

complexo antígeno-anticorpo conjugado ao ouro. (5) Detecção do complexo pelo agente de captura. (6)

Formação do complexo controle. (7) Interpretação dos resultados. Fonte: Adaptado de FALZONE et al. (2021).

Um estudo realizado por Cassuto et al. (2021) objetivou avaliar a eficácia de detecção

de pacientes portadores do vírus SARS-CoV-2 utilizando o teste rápido COVID‐VIRO®

disponível comercialmente. O dispositivo é composto por um anticorpo monoclonal

imobilizado em uma membrana de nitrocelulose, sendo este utilizado como agente captura do
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antígeno viral presente em amostras coletadas da região da nasofaringe. Os resultados

alcançados pelos autores demonstraram 96,88% de especificidade e 100% de sensibilidade do

teste rápido quando comparados com o padrão ouro de diagnóstico (RT-PCR), indicando ser

uma importante ferramenta no controle da COVID-19 (CASSUTO et al., 2021).

É de suma importância ressaltar que, embora o uso desses testes sejam úteis para o

diagnóstico da COVID-19, a sensibilidade do método e os resultados gerados devem ser

cuidadosamente avaliados.

2.2 RECEPTOR BINDING DOMAIN (RBD) COMO MOLÉCULA ANTIGÊNICA NO

DIAGNÓSTICO DA COVID-19

O domínio de ligação ao receptor (RBD, do inglês receptor binding domain)

localizado na porção distal da subunidade S1 da proteína Spike é a região do genoma do

SARS-CoV-2 que apresenta maior variabilidade genética. Esse domínio é responsável por

interagir com a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), contribuindo para a

estabilização do estado de perfusão da subunidade S2 acarretando na fusão das membranas e

dando ao início ao processo de replicação viral (Figura 36) (ANDERSEN et al., 2020;

OTHMAN et al., 2020).

Figura 36 - Representação gráfica da proteína Spike.

(a) Visualização do estado de perfusão da proteína S evidenciando a porção RBD (verde) na conformação

ascendente. (b) Visualização topológica da proteína S. Fonte: Adaptado de STERNBERG et al. (2020).
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Estruturalmente, a proteína RBD é formada por uma folha beta contendo cinco fitas

antiparalelas (β1, β2, β3, β4 e β7) com pequenas hélices e loops os quais formam o núcleo da

estrutura. Localizado entre as fitas β4 e β7 se encontra o motivo de ligação ao receptor (RBM,

do inglês receptor binding motif), formado pelas fitas β5 e β6, as hélices α4 e α5 e loops. Esse

motivo apresenta grande parte dos resíduos de aminoácidos responsáveis pela interação com o

receptor celular do hospedeiro (LAN et al., 2020).

A proteína S presente na estrutura do SARS-CoV-2 é a maior proteína já relatada entre

outros vírus pertencentes ao mesmo subgênero (Sarbecovirus), com aproximadamente 1.273

resíduos de aminoácidos e 76.7 - 77.0% de identidade com a proteína encontrada no SARS-

CoV. Análises filogenéticas realizadas com sequência da proteína RBD de ambos vírus

mostraram que a identidade existente entre elas correspondia a 73%, indicando a alta taxa de

mutação ocorrida nesta porção, o qual favoreceu o aumento da afinidade pelo receptor celular

e, consequentemente, uma maior propagação do vírus (HU et al., 2020; HOFFMANN et al.,

2020, TAI et al., 2020). A figura 37 representa o alinhamento entre as sequências primárias

da proteína RBD encontrada no SARS-CoV e SARS-CoV-2.

Figura 37 - Alinhamento entre as sequências primárias das proteínas RBD presentes nos vírus SARS-CoV e

SARS-CoV-2.

Os resíduos de aminoácidos localizados dentro das caixas azuis são aqueles conservados entre as duas estruturas

virais. Os pontos pretos simbolizam os resíduos responsáveis pela interação entre o SARS-CoV-2 e o receptor

ECA2, enquanto os pontos vermelhos são os resíduos que promovem o reconhecimento do SARS-CoV pelo

mesmo receptor. Fonte: Adaptado de LAN et al. (2020).
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Análises realizadas por Cryo-EM revelaram a presença de múltiplos estados

conformacionais adotados pela proteína S, podendo se apresentar no estado descendente,

escondendo o domínio de ligação ao receptor, ou no estado ascendente, expondo a porção

para interação com a ECA2, ou ainda no estado semiaberto. Além disso, foi observado que a

ligação de alguns anticorpos neutralizantes em epítopos antigênicos da proteína RBD apenas

ocorre quando mais de um domínio se apresenta em conformação ascendente (Figura 38)

(STERNBERG et al., 2020; YUAN et al., 2020; WALLS et al., 2020).

Figura 38 - Monômero da proteína Spike.

(A) Porção RBD representada em verde na conformação descendente. (B) Porção RBD representada em verde

na conformação ascendente.Fonte: Adaptado de STERNBERG et al. (2020).

2.3 EXPRESSÃO HETERÓLOGA EM Escherichia coli COMO MÉTODO DE

PRODUÇÃO DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES APLICADA AO DIAGNÓSTICO

MOLECULAR

Os avanços na tecnologia do DNA recombinante alavancou a busca por diferentes

sistemas de expressão com o objetivo de otimizar a produção de proteínas obtidas pelo

método de expressão heteróloga. Essa técnica fornece meios para o escalonamento de

bioprodutos de interesse industrial como a produção de enzimas, hormônios e anticorpos,
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além de auxiliar no estudo da estrutura e função de proteínas. Os organismos utilizados na

superexpressão do gene variam de acordo com a finalidade de aplicação da molécula gerada,

sendo de suma importância a avaliação dos aspectos econômicos e qualitativas atribuídos a

produção do bioproduto e também da pureza da proteína obtida, principalmente no que tange

a produção de fármacos biológicos (GOMES et al., 2016; MARTÍNEZ-ESPINOSA, 2019). A

tabela 9 adaptada de Gomes et al. (2016) trás os principais organismos utilizados para a

expressão de proteínas recombinantes detalhando algumas vantagens e desvantagens da

aplicação de cada sistema.

A expressão heteróloga em sistema bacteriano é o método mais explorado na prática

da biologia molecular. A bactéria gram-negativa E. coli vem sendo estudada para esses

propósitos desde o início da década de 1980, devido à sua alta taxa de crescimento, a qual

permite a obtenção de densidades celulares abundantes em um curto período de tempo. Além

disso, a facilidade de manipulação, o baixo custo de cultivo e a possibilidade de

escalonamento industrial fazem com que esse organismo seja apontado como o primeiro

sistema de escolha para a produção de proteínas recombinantes (JIA et al.,

2016; MARTÍNEZ-ESPINOSA, 2019).

As células de E. coli são altamente eficientes em incorporar o DNA recombinante

desconhecido e expressar as proteínas em taxas abundantes. O estudo sobre a fisiologia do

microrganismo permitiu a otimização de estratégias para a obtenção de proteínas em sua

forma solúvel, evitando a formação de agregados insolúveis denominado corpos de inclusão,

gerados devido a superexpressão da proteína no espaço citoplasmático da célula. Com o

objetivo de otimizar o dobramento das proteínas, algumas abordagens para a produção de

cepas de E. coli engenheiradas foram desenvolvidas, como o aumento do caráter redutor do

citoplasma da célula, por meio de mutações nos genes que codificam a glutationa redutase e a

tioredoxina redutase, observado para a cepa de E. coli OrigamiTM, ou a introdução de

enzimas dissulfeto isomerase citoplasmática, a qual otimiza a formação de ligações dissulfeto,

visto para a cepa de E. coli ShuffleTM (KLINT et al., 2013; ROSANO et al., 2014; KAUR et

al., 2018).
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Tabela 9 - Algumas vantagens e desvantagens atribuídas aos principais sistemas de expressão utilizados na produção de proteínas recombinantes.

Sistema de Expressão Vantagens Desvantagens

Bactérias

Escherichia coli Fácil
Rápido
Econômico
Alta taxa de crescimento
Capacidade de fermentação contínua

Não possui maquinaria necessária para remover íntrons das transcrições
Gene desconhecido pode conter sequências que atuam como sinais de
terminação, resultando na interrupção prematura e perda da expressão gênica
Viés de códon
Falta de modificações pós-traducionais
A glicosilação é extremamente incomum em bactérias
Produção de proteínas na forma insolúvel denominados corpos de inclusão
Degradação de proteínas
Acúmulo de endotoxinas

Bacillus subtilis Não produz LPS / endotoxinas
Pode ser transformado facilmente com muitos bacteriófagos e
plasmídeos
Capaz de secretar proteínas extracelulares funcionais diretamente
no meio de cultura

Produção de proteases extracelulares que podem reconhecer e degradar
proteínas heterólogas
Instabilidade de plasmídeos
Expressão reduzida ou a não expressão da proteína de interesse

Leveduras Crescimento rápido em meio de baixo custo
Modificações pós-traducionais adequadas
Segurança do sistema é garantida
Não ocorre produção de endotoxinas

Hiperglicosilação de proteínas
Viés de códon
Algumas leveduras apresentam ineficiente na secreção de proteínas no meio de
crescimento, levando à retenção intracelular

Fungo filamentoso Alto nível de expressão Complexo
Falta de conhecimento relacionado à fisiologia do sistema

Baculovírus / inseto Alto nível de expressão
Modificações pós-traducionais adequadas
Seguro para vertebrados
Excelente ferramenta para produção de glicoproteína
recombinante

Expressão contínua não é possível
Condições de cultura mais exigentes

Células de mamíferos Enovelamento adequado de proteínas
Modificações pós-traducionais adequadas e montagem do produto
Glicosilação adequada

Alto custo
Tecnologia complicada
Possível contaminação com vírus animais

Plantas transgênicas Fácil expansão com baixo custo
As proteínas podem ser localizadas em diferentes órgãos e
estágios de crescimento da planta
Alto rendimento

Os níveis de expressão dependem do alvo
Ensaios funcionais ainda a serem desenvolvidos

Animais transgênicos Enovelamento adequado de proteínas
Modificações pós-traducionais adequadas e montagem do produto
Glicosilação adequada

Período de produção relativamente mais longo
Baixo rendimento
Custos mais altos

Fonte: adaptado de GOMES et al. (2016).
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Uma outra abordagem para obter estruturas corretamente dobradas é o direcionamento

da secreção da proteína recombinante para o espaço periplasmático da célula. O espaço

periplasmático é uma região situada entre a membrana interna e externa da célula bacteriana,

sendo um ambiente ideal para a produção de uma gama de proteínas recombinantes

funcionais, principalmente para aquelas que apresentam algum efeito tóxico para a célula ou

necessita de um ambiente altamente oxidante para a formação adequada de ligações dissulfeto

(KLINT et al., 2013; SARKER et al., 2019). A figura 39 ilustra o mecanismo de expressão

heteróloga no espaço periplasmático.

Figura 39 - Expressão heteróloga de proteínas recombinantes no espaço periplasmático da célula bacteriana.

A proteína traduzida no citoplasma da célula bacteriana é transportada em seu estado desdobrado para a região

periplasmática via sistema Sec translocase. Em seguida, a proteína sofre ação de chaperonas e da maquinaria do

sistema Dsb (do inglês disulfide bond formation) para a otimização das ligações dissulfeto se necessário. Fonte:

adaptado de KLINT et al. (2013).

O direcionamento da estrutura para o espaço periplasmático pode ser alcançado por

meio da inserção de um peptídeo sinal na extremidade da proteína recombinante, o qual é

clivado pelo sistema Sec translocase antes da molécula ser liberada na região periplasmática.

As estruturas mais utilizadas para esse direcionamento são os peptídeos Lpp, LamB, LTB,

MalE, OmpA, OmpC, OmpF, OmpT, PelB, PhoA, PhoE ou SpA (ROSANO et al., 2014;

KAUR et al., 2018).
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Com base no que foi exposto, as vantagens apresentadas pelo uso do sistema de E. coli

e os métodos de otimização utilizados na expressão de proteínas recombinantes no espaço

periplasmático torna-se essa abordagem ideal para a produção dos anticorpos scFv

recombinantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Expressar e a purificar os anticorpos scFv construídos por métodos in silico para a

aplicação no diagnóstico direto da COVID-19.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Desenhar os genes sintéticos em construção para expressão em sistema bacteriano

direcionado ao periplasma de ambos os anticorpos scFv: scFv-CR3022 e scFv MAD22;

● Expressar o scFv-CR3022 e scFv MAD22 e realizar testes de padronização de expressão

para otimização de sua produção;

● Padronizar a purificação do anticorpo scFv-CR3022 e scFv MAD22 recombinante;

● Padronizar a etapa de diálise para os anticorpos scFv-CR3022 e scFv MAD22;

● Avaliar a estabilidade de ambas proteínas em diferentes temperaturas.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 ESCOLHA DO VETOR DE EXPRESSÃO, CLONAGEM DO GENE SINTÉTICO E

DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS ATRIBUÍDOS ÀS

PROTEÍNAS

A escolha do vetor para a expressão dos anticorpos scFv foi feita por meio de uma

busca criteriosa na literatura com o objetivo de determinar as melhores condições e

compatibilidade entre as células de E. coli utilizadas para a expressão das proteínas e o vetor

selecionado. Em seguida, a clonagem da sequência gênica no vetor foi realizada via empresa

FastBio LTDA, e a construção completa, previamente confirmada por digestão enzimática e

sequenciamento de DNA, foi ressuspendido em água ultrapura, de acordo com as orientações

dos fabricantes, e utilizada para a transformação em células de E. coli DH5α competentes por

meio da técnica de choque térmico. As características individuais de ambos anticorpos, como

o peso molecular, o ponto isoelétrico (pI) e o valor do coeficiente de absortividade molar (�),
essenciais nas etapas de avaliação da expressão e purificação das proteínas recombinantes,

foram preditos por meio da ferramenta de bioinformática Compute pI/Mw e ProtParam

disponibilizada pela plataforma ExPASy (do inglês expert protein analysis system). Para isso,

a sequência primária das duas proteínas foram submetidas a interface gráfica da ferramenta

para a realização dos cálculos referentes a esses parâmetros.

4.2 PRODUÇÃO DE CÉLULAS COMPETENTES USANDO CLORETO DE CÁLCIO

O preparo de células competentes de E. coli cepa DH5α e BL21(DE3)-RIL prosseguiu

pela metodologia utilizando cloreto de cálcio (CaCl2) adaptada de Sambrook & Russel (2000).

Desse modo, uma colônia de bactéria previamente plaqueada em meio Luria Bertani (LB)

ágar estéril e incubada por 16h a temperatura de 37ºC foi selecionada e transferida para um

erlenmeyer de 1L contendo 300 mL de meio LB líquido estéril. Em seguida, o inóculo foi

incubado a 37ºC sob agitação de 200 rpm e seu crescimento foi acompanhado por meio do

valor da densidade óptica no comprimento de onda 600 nm (D.O.600). A D.O.600 é uma medida

utilizada para estimar a concentração de células presentes no meio, de modo que esses

valores não excedam 108 células/mL, correspondendo a D.O.600 ~ 0.4. O tempo estimado para

atingir essas concentrações varia de 3 a 4 horas (Sambrook & Russel, 2000). Logo após, as

células foram transferidas para tubos falcon de 50 mL previamente esterilizados e deixados no
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banho de gelo por cerca de 10 minutos. Ao término desse processo, as células foram

recuperadas por centrifugação a 4.100 rpm durante 10 minutos sob a temperatura de 4ºC. O

sobrenadante então foi descartado e os tubos foram vertidos em toalhas de papel estéril

durante 1 minuto para a secagem do pellet formado. Em seguida, os pellets foram

ressuspendidos gentilmente em 10 mL de solução de CaCl2 0,1 M gelado e estéril, seguido do

mesmo método para a recuperação das células viáveis descrito acima, o qual consiste na

sedimentação do meio (rotação de 4.100 rpm/ 10 minutos/ 4ºC), descarte do sobrenadante e

secagem dos pellets formado. Esse procedimento de lavagem foi realizado duas vezes, sendo

que na segunda vez, as células ressuspendidas em CaCl2 0,1 M foram mantidas em banho

gelado por 30 minutos. Após recuperar as células, o pellet foi ressuspendido em solução de

CaCl2 0,1 M gelado contendo 15% de glicerol para estocagem sob refrigeração. As alíquotas

de 100 µL foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e mantidas sob -80ºC. Vale ressaltar

que, para todas as etapas, foram utilizados soluções e vidrarias estéreis e também foi realizado

controle positivo e negativo das células.

4.3 TRANSFORMAÇÃO DE CÉLULAS COMPETENTES POR MEIO DA TÉCNICA DE

CHOQUE TÉRMICO

O processo de transformação das células competentes DH5α e BL21(DE3)-RIL pelo

método de choque térmico foi adaptado do protocolo proposto por Sambrook & Russel (2000).

Desse modo, um microtubo contendo 100 µL das células previamente preparadas e

armazenadas a -80ºC foi descongelado em banho de gelo e adicionado 1 µL do DNA

ressuspendido em água ultrapura. As células foram homogeneizadas gentilmente e deixadas

em repouso no gelo durante 30 minutos. É válido ressaltar que todo o procedimento foi

executado no fluxo laminar previamente higienizado com solução de álcool 70% para evitar

contaminações. Além disso, controles positivos e negativos também foram realizados para

obtenção de melhores resultados (Sambrook & Russel, 2000). Após o tempo preconizado,

iniciou-se o processo de choque térmico. Como essa etapa é crucial para o sucesso da

transformação, o tempo e as temperaturas devem ser rigorosamente respeitados. Desse modo,

o microtubo contendo as células foi submetido ao banho-maria na temperatura de 42ºC por

exatamente 90 segundos, sendo em seguida transferido para o banho de gelo por 2 minutos.

Ao final da etapa de choque térmico, foi adicionado 900 µL de meio LB estéril às

células recém transformadas para a recuperação da viabilidade celular, e em seguida, os
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microtubos foram incubados a 37ºC sob agitação de 200 rpm durante 50 minutos. Enquanto

isso, placas de petri estéreis contendo 20 mL de meio LB ágar e canamicina na concentração

final de 50 µg/mL foram produzidas para seleção das células transformadas. Após o tempo de

recuperação, as células foram concentradas por centrifugação durante 1 minuto a 4.100 rpm e

o pellet formado foi ressuspendido em 40 µL do sobrenadante. Com o auxílio da alça de

Drigalski, as células semeadas no centro da placa de petri foram espalhadas pelo meio LB

ágar até que ocorresse o esgotamento da placa, sendo, posteriormente, incubadas à 37ºC de

modo invertida durante um período de 12-16 horas. No dia seguinte, uma colônia isolada foi

transferida para 10 mL de meio LB estéril e incubada sob a temperatura de 37ºC a 200 rpm

durante 12-16 horas para a etapa de extração do DNA plasmidial. Esse protocolo foi realizado

tanto para o plasmídeo contendo o gene do anticorpo scFv-CR3022 quanto para aquele

apresentando o gene para o anticorpo scFv MAD22.

4.4 ARMAZENAMENTO DE CÉLULAS TRANSFORMADAS EM GLICEROL 20%

As células bacterianas foram estocadas em glicerol 20% sob a temperatura de -80ºC.

Para isso, em um microtubo de 1,5 mL foi adicionado 800 µL de cultura bacteriana seguido

da adição de 200 µL de glicerol esterilizado previamente por autoclavagem. Todo o material

utilizado foi previamente esterilizado e a manipulação das células foi realizada no fluxo

laminar higienizado. Durante o processo, as células foram mantidas em banho de gelo. Ao

final do procedimento, os microtubos foram armazenados em ultra-freezer -80ºC para uso

posterior.

4.5 MINIPREPARAÇÃO DO DNA PLASMIDIAL POR LISE ALCALINA E SDS

O método de extração do DNA plasmidial por lise alcalina e dodecil sulfato de sódio

(SDS) foi realizada de acordo com o protocolo empregado por Sambrook & Russel (2000) de

forma adaptada. O modo de preparo das soluções de lise alcalina I, II e III se encontra

disponível no volume 3 da coleção, de modo adaptado, e também no ANEXO B.1. A

metodologia proposta pelos autores pode ser dividida em três principais etapas:

primeiramente ocorre o preparo da célula, seguido da lise celular e por fim a recuperação do

DNA plasmidial (Sambrook & Russel, 2000).



115

4.5.1 Preparação da célula bacteriana

As células bacterianas previamente inoculadas em meio LB estéril por 16 horas a 37ºC

sob rotação de 200 rpm foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e centrifugadas a 8.000

rpm durante 30 a 60 segundos sob refrigeração de 4ºC. A cultura não utilizada deve ser

mantida em banho de gelo até seu manuseio. Em seguida, o sobrenadante foi descartado

cuidadosamente para a secagem do pellet formado.

4.5.2 Processo de lise celular para a obtenção do DNA plasmidial

O pellet foi ressuspendido em 200 µL de solução alcalina I, para o rompimento das

células, seguido da agitação vigorosa do microtubo utilizando o vortex. Logo após, 200 µL da

solução alcalina II gelado foi adicionado às células e, cuidadosamente por inversão, o

microtubo foi homogeneizado 5 vezes e mantido em banho de gelo durante 5 minutos. Ao

término do processo, foi adicionado 150 µL da solução alcalina III e o microtubo foi agitado

cuidadosamente mais uma vez por inversão e deixado em repouso em banho de gelo de 3-5

minutos. Nessa etapa observou-se a formação de um precipitado branco. O microtubo então

foi centrifugado a 8.000 rpm durante 5 minutos sob refrigeração de 4ºC e o sobrenadante

formado foi transferido para um novo microtubo. A etapa de lavagem com fenol-clorofórmio

sugerida não foi realizada.

4.5.3 Recuperação do DNA plasmidial

Para que ocorra a precipitação do DNA, foi adicionado às células 500 µL de etanol

puro e em seguida o microtubo foi homogeneizado por inversão e deixado em repouso por 5

minutos sob a temperatura de -20ºC, sendo posteriormente submetido a centrifugação a 8.000

rpm por 5 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e essa etapa foi

novamente realizada utilizando 200 µL de etanol 70% gelado. Após a eliminação do etanol, o

microtubo foi deixado em temperatura ambiente durante 5 a 10 minutos para a completa

evaporação do solvente e secagem do pellet formado. O DNA plasmidial então foi

ressuspendido em 20 µL de água ultrapura livre de nuclease e quantificado pelo NanoDropTM

Thermofischer. A qualidade da amostra foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1% e

posteriormente foi armazenada sob refrigeração de -20ºC.
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4.6 EXTRAÇÃO DO DNA PLASMIDIAL UTILIZANDO KIT COMERCIAL: PureYield™

Plasmid Miniprep System

A extração do DNA plasmidial da célula de E. coli DH5α transformada foi

prosseguida pelo uso do kit comercial PureYield™ Plasmid Miniprep System para obtenção

de amostras com alto teor de pureza. O protocolo de purificação do DNA por meio de

centrifugação estipulado pelos fabricantes é composto, basicamente, de três etapas: a primeira

etapa é referente a lise celular, seguido da lavagem e eluição das amostras. As amostras foram

realizadas em triplicata.

4.6.1 Etapa de lise celular para a obtenção do DNA plasmidial

Em um microtubo de 1,5 mL, foi adicionado o mesmo volume de cultura bacteriana,

sendo posteriormente submetido ao processo de centrifugação durante 30 segundos a 8.000

rpm para a decantação das células. O sobrenadante foi descartado e esse passo foi realizado

novamente para o volume final de 3 mL de cultura. O pellet formado foi ressuspendido em

600 µL de água ultrapura e, em seguida, 100 µL de tampão de lise (disponibilizado pelo kit)

foi adicionado ao microtubo e homogeneizado cuidadosamente 6 vezes por inversão. Ao

término do processo, 350 µL de solução de neutralização gelado (disponibilizado pelo kit) foi

acrescentado e homogeneizado pelo mesmo método descrito acima, e posteriormente,

centrifugado a 8.000 rpm durante 3 minutos. O sobrenadante foi transferido para uma mini

coluna PureYield™ (disponibilizado pelo kit), tomando cuidado para não contaminá-la com

os debris celulares, sendo em seguida colocada em um tubo coletor (disponibilizado pelo kit)

e centrifugada a 8.000 rpm durante 30 segundos. O resíduo depositado no tubo após a

centrifugação foi descartado e a coluna foi novamente colocada no mesmo tubo para a etapa

de lavagem.

4.6.2 Etapa de lavagem das amostras para remoção de endotoxinas

Essa etapa consiste na adição de 200 µL da solução de remoção de endotoxina na

coluna (disponibilizado pelo kit), seguido da centrifugação a 8.000 rpm durante 30 segundos.

Logo após, é acrescentado na coluna 400 µL de solução de lavagem (disponibilizado pelo kit),

sendo novamente repetido o processo de centrifugação.
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4.6.3 Etapa de eluição e armazenamento das amostras

Ao final do processo, a coluna foi colocada em um novo microtubo de 1,5 mL estéril,

seguido da adição de 20 µL de água livre de nuclease e deixada em repouso durante 1 minuto

em temperatura ambiente. O microtubo então foi centrifugado a 8.000 rpm por 30 segundos e

o DNA eluído foi submetido a quantificação pelo NanoDropTM Thermofischer seguido da

análise por eletroforese em gel de agarose 1%. As amostras de DNA plasmidial foram

armazenadas a -20ºC para uso posterior.

4.7 ANÁLISE DE QUALIDADE DO DNA PLASMIDIAL POR ELETROFORESE EM

GEL DE AGAROSE 1%

A análise referente a qualidade da amostra do DNA plasmidial extraído da célula

DH5α foi realizada por meio da eletroforese em gel de agarose na concentração de 1% (m/v).

O protocolo foi adaptado de Sambrook & Russel (2000). A porcentagem da concentração do

gel varia de acordo com o tamanho do fragmento de DNA analisado, de modo que o gel

utilizado na análise abrange fragmentos com peso molecular variando entre 250 bp a 12 kb.

Além disso, a solução tampão de escolha, tanto para o preenchimento da cuba de corrida,

quanto para a diluição da agarose para a produção do gel, foi o tampão TBE (Tris-Ácido

bórico-EDTA) nas devidas concentrações. A composição da solução pode ser consultada no

ANEXO B.2 (Sambrook & Russel, 2000).

4.7.1 Preparo do gel de agarose 1% (m/v)

O preparo do gel de agarose a 1% (m/v) foi realizado transferindo uma quantidade do

pó previamente pesado para um erlenmeyer, seguido da diluição desse em TBE 0,5X, de

modo que o volume final da solução não ocupe mais do que a metade da vidraria. As

proporções usadas para a confecção do gel, assim como o volume do erlenmeyer, variam de

acordo com o tamanho da cuba de corrida disponível e também com a quantidade de amostras

aplicadas. Em seguida, a solução foi aquecida cuidadosamente em microondas para que a

agarose se dissolva completamente, tomando cuidado com a fervura da solução. Logo após, a

solução foi resfriada a 55ºC, banhando cuidadosamente a vidraria em água corrente, e vertida

no suporte previamente montado contendo os pentes responsáveis pela formação das
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canaletas. O gel foi deixado em repouso sob temperatura ambiente para que sua

polimerização.

4.7.2 Montagem da corrida da eletroforese em gel de agarose

Após o processo de gelificação, o suporte foi mergulhado na cuba contendo tampão

TBE 0,5X e as amostras homogeneizadas em tampão 6X, sendo 3 µL da amostra, 2 µL de

tampão e 1 µL de água. A constituição do tampão de amostra 6X pode ser consultada no

ANEXO B.2. A corrida da eletroforese foi realizada a 120V e o término do experimento foi

acompanhado de acordo com a corrida do corante presente no tampão aplicado na amostra.

4.7.3 Detecção do DNA plasmidial em gel de agarose

Após a corrida da eletroforese, a detecção das bandas referentes ao DNA plasmidial

foi realizada mergulhando o gel de agarose em solução contendo brometo de etídio durante 30

minutos. Esse corante se liga à molécula de DNA, interagindo com as bases nitrogenadas por

meio de forças de Van der Waals e fluorescendo quando submetido à região da luz

ultravioleta (UV). A composição da solução contendo brometo de etídeo pode ser consultada

no ANEXO B.2.

4.8 EXPRESSÃO HETERÓLOGA DOS ANTICORPOS scFv E PADRONIZAÇÃO DA

METODOLOGIA ADOTADA

O processo de expressão dos anticorpos scFv foi feito pela metodologia adaptada de

Sambrook & Russel (2000). Desse modo, uma colônia de E. coli cepa BL21(DE3)-RIL

transformada com o gene de expressão e previamente plaqueada em meio LB ágar foi

selecionada e transferida para 5 mL de meio LB contendo o antibiótico canamicina na

concentração final de 50 µg/mL, sendo, posteriormente, incubada a 37ºC durante 12 horas sob

agitação de 200 rpm. O pré-inóculo preparado será utilizado nos testes de padronização da

indução (Sambrook & Russel, 2000). Esse procedimento foi realizado tanto para o gene

pET27b-scFv-CR3022 quanto para o pET27b-scFv-MAD22.
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4.8.1 Teste de padronização da indução dos anticorpos scFv

O pré-inóculo foi utilizado para semear a bactéria recombinante em 1L do inóculo. O

crescimento da cultura foi verificado por meio da D.O. no comprimento de onda de 600nm,

analisando nos intervalos de 1 hora até que essa atinja o valor de 0,6. Então, o tempo zero foi

coletado e a indução foi iniciada com a adição de IPTG (Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida)

na concentração final de 1,0 mM. A cultura foi submetida a diferentes temperaturas sob a

rotação de 180 rpm. Alíquotas de 20 mL de cultura foram retiradas nos tempos estipulados

para o teste de expressão. Essas amostras foram posteriormente centrifugadas e o pellet

formado foi armazenado a -20ºC para próximos processamentos. A expressão dos anticorpos

scFv foram testadas nas temperaturas de 15ºC, 25ºC, 30ºC e 37ºC durante 48 horas.

4.8.2 Processamento das amostras: recuperação das proteínas da fração periplasmática

A obtenção das proteínas recombinantes direcionadas para o espaço periplasmático foi

realizada pelo método de extração proposto por Ghamghami et al. (2020) por meio da

utilização do tampão TES (Tris-EDTA-Sacarose) (ANEXO B.3). O pellet de indução foi

ressuspendido no tampão e deixado em repouso no banho de gelo durante 1 hora. Em seguida,

a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 8.000 rpm e o sobrenadante foi transferido para um

novo tubo para a quantificação das proteínas periplasmáticas e análise da amostra

(GHAMGHAMI et al., 2020).

4.8.3 Processamento das amostras: recuperação das proteínas da fração solúvel

O precipitado formado na etapa de extração das proteínas periplasmáticas foi

submetido ao processo de recuperação das proteínas presentes na fração solúvel, onde o pellet

foi ressuspendido em 1 mL de tampão de lise (ANEXO B.3) e, em seguida, foi adicionado

inibidores de proteases (pepstatina A, aprotinina, leupeptina e lisozima) para evitar a

degradação das proteínas recombinantes. A amostra então foi mantida em banho de gelo

durante 30 minutos e, logo após, sonicada por 1 minuto na amplitude de 30A e pulsos de 10

segundos on e 10 segundos off. Após essa etapa, o tubo foi centrifugado a 8.000 rpm durante

15 minutos a temperatura de 4ºC e o sobrenadante, contendo as proteínas solúveis, foi

transferido para um novo tubo para o processo de quantificação e análise da amostra.
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4.8.4 Processamento das amostras: recuperação das proteínas dos corpos de inclusão

Novamente, o pellet formado foi submetido ao protocolo para recuperação das

proteínas dos corpos de inclusão por meio do uso de uréia. Desse modo, adicionou-se ao tubo

contendo o precipitado, 1 mL de tampão de solubilização (ANEXO B.3) e homogeneizou-se

cuidadosamente. Em seguida, a amostra foi incubada em banho-maria à 55ºC durante 20

minutos, sendo que em cada 10 minutos a amostra foi homogeneizada em vortex. Ao término

do processo, a amostra foi sonicada por 1 minuto na amplitude de 30A e pulsos de 10

segundos on e 10 segundos off e, logo após, centrifugada a 8.000 rpm durante 15 minutos na

temperatura de 4ºC. O sobrenadante contendo as proteínas solubilizadas em uréia foi

transferido para um novo tubo e o pellet formado foi descartado.

4.9 MÉTODOS DE ANÁLISES DE PROTEÍNAS: SDS-PAGE E WESTERN BLOTTING

Após o processamento das amostras, as análises de qualidade e identificação das

proteínas recombinantes foram feitas por meio do método de eletroforese em gel de

poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE, do inglês sodium dodecyl sulphate–

polyacrylamide gel electrophoresis) e Western blotting.

4.9.1 Separação das proteínas recombinantes presentes nas amostras: SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS, é uma técnica amplamente utilizada

para obter a separação analítica de proteínas presentes em amostras de expressão. O método

consiste na desnaturação inicial da macromolécula, por meio do detergente aniônico, seguido

da interação entre os componentes, transmitindo carga negativa às proteínas de modo

proporcional a sua massa molecular. A aplicação de uma corrente elétrica faz com que essas

proteínas percorram uma matriz de gel porosa composta por acrilamida e bis acrilamida,

levando a separação das moléculas com base na relação massa/carga apresentada pela amostra.

Em seguida, o gel pode ser corado, para a visualização das bandas formadas pelas proteínas,

ou submetido a análises de Western blotting (NOWAKOWSKI et al., 2014).
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4.9.1.1 Preparo do gel de policrilamida 12%

O preparo do gel de poliacrilamida foi realizado em duplicata para que um fosse,

posteriormente, corado com coomassie blue, e o outro utilizado na etapa de identificação por

Western blotting. O gel de separação e o de empilhamento foram produzidos de acordo com a

metodologia adotada por Sambrook & Russel (2000), apresentando os mesmos componentes,

porém, divergindo no teor de acrilamida e pH para cada fase (gel de empilhamento:

acrilamida 5% e 1,0 M Tris pH 6.8; gel de separação: acrilamida 12% e 1.5 M Tris pH 8.8)

(ANEXO B.4). Desse modo, foi realizado o preparo da solução do gel de separação sendo

posteriormente vertido em um suporte de 1,5 mm de espessura previamente montado até a

polimerização do sistema. Logo após, foi produzida a solução para o gel de empilhamento, a

qual também foi vertida no suporte já contendo o gel de separação sólido, seguido da

introdução do pente para que haja a formação das canaletas, onde as amostras foram aplicadas.

O suporte então foi deixado em temperatura ambiente para a completa geleificação das fases

(Sambrook & Russel, 2000).

4.9.1.2 Corrida das amostras em SDS-PAGE

As amostras foram acrescentadas de tampão contendo β-mercaptoetanol e submetidas

ao banho-maria a 90ºC durante 5 minutos. O suporte com os géis foi submerso em uma cuba

preenchida com tampão Tris-Glicina em pH 8.3 para que as amostras fossem aplicadas em

cada canaleta. Em seguida, a corrida da eletroforese iniciou-se a 70V durante 20 minutos de

modo que todas as amostras entrem no gel de separação ao mesmo tempo, coordenado pelo

alinhamento promovido por meio do gel de empilhamento. A voltagem então, foi ajustada

para 120V e a corrida foi acompanhada observando o corante presente no tampão de amostra

percorrendo o gel.

4.9.1.3 Visualização das bandas de expressão: Coomassie blue

Ao término do processo, as bandas de expressão foram visualizadas corando um dos

géis em coomassie blue, deixando-o em contato com a solução por pelo menos 1 hora. Logo

após, o gel foi descorado por etapas de lavagens com solução de etanol e metanol até que seja

possível visualizar o perfil de expressão das proteínas recombinantes.
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4.9.2 Identificação das proteínas recombinantes presentes nas amostras:Western blotting

A identificação das proteínas recombinantes de interesse foi feita pelo método de

Western blotting (WB). Essa técnica, amplamente utilizada no campo da biologia molecular,

se fundamenta em três principais etapas, as quais envolvem a transferência das amostras para

uma membrana de alta afinidade pelas proteínas seguido do seu bloqueio para evitar ligações

inespecíficas; o tratamento com anticorpos específicos para a proteína de interesse e a

incubação com um segundo anticorpo conjugado a um marcador que pode ser colorimétrico,

quimioluminescente ou fluorescente); e a produção e detecção do sinal emitido por esse

sanduíche de anticorpos (BASS et al., 2016).

4.9.2.1 Etapa de eletrotransferência em sistema semi-seco e bloqueio da membrana

O processo de eletrotransferência em sistema semi-seco consiste na aplicação de um

campo elétrico na orientação perpendicular ao gel contendo as proteínas separadas na etapa de

SDS-PAGE, de modo que estas se movam para uma membrana de alta afinidade à amostra,

normalmente feita de nitrocelulose. A vantagem dessa técnica é a velocidade e a integridade

da transferência (MAHMOOD et al., 2012). Para isso, o gel e a membrana foram montados

em um sanduíche contendo papéis de filtro embebidos em três diferentes soluções de

transferência. As soluções de transferência I e II são produzidas a partir de concentrações

diferentes de Tris-base em 20% de metanol em pH 10.4. Para a solução III, além desses

componentes foi adicionado 0,04 M de ácido capróico em pH 9.4. Desse modo, 4 papéis de

filtro foram mergulhados na solução I e 2 papéis foram embebidos na solução II juntamente

com a membrana de nitrocelulose. Em seguida, o gel de poliacrilamida foi posicionado em

cima da membrana, tomando cuidado para evitar a formação de bolhas e o sistema foi

finalizado com a adição de 6 papéis imersos em solução III. A constituição de cada solução de

transferência utilizada pode ser consultada no ANEXO B.5.

A corrida da eletrotransferência foi realizada a 120V durante 50 minutos sob a

amperagem de 400 mA. Ao término do processo, a membrana de nitrocelulose foi corada de

modo reversível pela solução Ponceau com o objetivo de confirmar a eficiência da

transferência, seguido da lavagem com PBS-T 0,1%. Logo após, deu-se início a etapa de

bloqueio da membrana. A etapa de bloqueio é de extrema importância para evitar a ocorrência

de ligações inespecíficas dos anticorpos à membrana, sendo normalmente realizada pela
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adição de BSA 5% (m/v) ou leite em pó desnatado diluído em PBS-T 0,1%, de modo a

reduzir resultados falso-positivos e obter melhores resoluções das marcações das proteínas

(MAHMOOD et al., 2012; JENSEN, 2012). A membrana então foi incubada com solução de

bloqueio a 5% (m/v), composta por leite em pó e PBS-T 0,1%, e deixada em mesa agitadora

overnight.

4.9.2.2 Etapa de incubação com os anticorpos primário e secundário

Ao final da etapa de bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes com solução PBS-T

0,1% sob agitação com duração de 5 minutos para cada lavagem. Em seguida, foi incubada

com anticorpo policlonal IgG anti-cauda de histidina produzido em camundongo (Sigma-

Aldrich®) na diluição 1:5000 e foi deixada novamente sob agitação durante 1 hora. O

anticorpo primário identifica a região formada por seis resíduos de histidina localizado na

porção C-terminal da proteína recombinante. Logo após, foi realizado novamente a lavagem

da membrana pelo mesmo processo descrito anteriormente. As etapas de lavagem auxiliam na

remoção dos anticorpos não ligados, minimizando assim, possíveis ruídos durante a revelação

da membrana (MAHMOOD et al., 2012). Após a última lavagem, a membrana foi incubada

com anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase produzido em cabra na

diluição 1:1000 e foi deixado sob agitação por 1 hora. Os anticorpos secundários são

utilizados para a detecção indireta do antígeno por meio de sua ligação à porção Fc do

anticorpo primário, seguido da emissão de sinal quando submetido a etapa de revelação

(BASS et al., 2016).

4.9.2.3 Etapa de revelação pela a adição de substrato

Percorrido o período de incubação com o anticorpo secundário, a membrana foi

novamente lavada com PBS-T 0,1%, adotando o mesmo método detalhado acima, dando

início a etapa de revelação do Western blotting. Para isso, 10 mL de uma solução contendo

NiCl2 0,3%, Tris-HCl 1 M em pH 7.6, água destilada e 10 mg 3,3’-diaminobenzidina (DAB)

foi previamente preparada em um tubo falcon protegido contra a luz e, logo após, vertido

sobre a membrana (ANEXO B.6). Em seguida, foi adicionado 20 µL de H2O2 35% (v/v) na

solução anterior e aguardou-se até o aparecimento das bandas. Pelo método de detecção por

colorimetria, a peroxidase conjugada ao anticorpo secundário na presença de peróxido de

hidrogênio, oxida a molécula de DAB gerando um produto insolúvel de cor amarronzada,
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indicando a presença da proteína de interesse, sendo possível interromper essa reação com a

adição de água destilada ao meio (BASS et al., 2016).

4.10 PROCESSO DE PURIFICAÇÃO DOS ANTICORPOS scFv-CR3022 E scFv MAD22

Uma vez que o gene sintético foi desenhado para direcionar a expressão dos anticorpos

recombinantes no espaço periplasmático da membrana celular da E. coli, apenas essas frações

foram utilizadas durante o processo de purificação. Desse modo, as amostras de

aproximadamente 10 mL, obtidas a partir de um pellet de 100 mL, foram filtradas em

membrana de 0,45 µm e aplicadas no fluxo de 0,5 mL/min em uma coluna de níquel

HisTrapTM Crude FF de 1 mL por meio do sistema cromatográfico FPLC (do inglês Fast

Protein Liquid Chromatography) AKTA PURIFIER UPC10 (GE Healtcare) previamente

equilibrado com o Tampão A (ANEXO B.7). Durante esse processo, uma alíquota referente

ao volume não ligado foi coletada para avaliar a capacidade de adesão da proteína na coluna

de níquel. Em seguida, o sistema foi lavado com aproximadamente 10 mL de Tampão A,

sendo também coletado uma alíquota de amostra para analisar a eficiência dessa ligação.

Logo após, deu-se início a etapa de eluição.

A etapa de eluição prosseguiu-se com a aplicação no sistema de 100% de Tampão B

contendo 500 mM de imidazol para que as proteínas se desliguem da coluna e possam ser

posteriormente coletadas. Não foi necessário utilizar a eluição por gradiente de concentração

de Tampão B. As frações de 1 mL do eluído foram armazenadas em microtubos de 1,5 mL

sob refrigeração de 4ºC para análises posteriores. A composição do Tampão B também pode

ser consultada no ANEXO B.7.

4.11 ETAPA DE DIÁLISE EM TAMPÃO CARBONATO DAS AMOSTRAS DE

ANTICORPOS PURIFICADOS E TESTE DE ESTABILIDADE DAS PROTEÍNAS

A etapa de diálise das amostras purificadas foi realizada com o objetivo de minimizar

a interferência ocorrida durante o processo de quantificação do teor de proteína ocasionada

pela alta concentração de imidazol presente no tampão de eluição (Tampão B). Desse modo, 1

mL de cada amostra foi aplicada em 6 cm de membrana de diálise de 33 mm de diâmetro

sendo posteriormente submersa em 200 mL de tampão carbonato 20 mM em pH 9.6 durante

24 horas sob refrigeração de 4ºC. Em seguida, as amostras foram quantificadas e analisadas
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por SDS-PAGE e Western blotting. A constituição do tampão carbonato pode ser consultada

no ANEXO B.8.

As amostras também foram submetidas a testes de estabilidade para determinar a

melhor temperatura para seu armazenamento. Para isso, três alíquotas para cada anticorpo foi

deixada em 25ºC, sob refrigeração a 4ºC e -20ºC, respectivamente, durante um período de 24h,

sendo posteriormente avaliadas e gel de poliacrilamida.

4.12 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE PROTEÍNA: ESPECTROFOTOMETRIA DE

ABSORÇÃO EM 280nm (A280)

Devido a grande presença de resíduos de aminoácidos aromáticos na estrutura de

ambos anticorpos, a quantificação das proteínas foi possível ser realizada pelo método de

espectrofotometria de absorção no comprimento de onda ultravioleta de 280 nm (AITKEN;

LEARMONTH, 2002). A análise das amostras foi feita aplicando o volume de 500 µL da

solução contendo proteína em uma cubeta de quartzo e submetida a leitura em

espectrofotômetro em 280 nm. Os resultados obtidos foram calculados empregando a lei de

Lambert-Beer descrita pela equação (4.0) abaixo:

� = ��. � (4.0)

Onde, � representa a concentração da proteína dada em mg/mL, � é a absorbância em

280 nm, � é o valor do coeficiente de absortividade molar obtida pelo ProtParam � é o

caminho óptico percorrido pelo feixe de luz.

4.13 CÁLCULO DO RENDIMENTO TOTAL DA PROTEÍNA

O rendimento dos anticorpos recombinantes prosseguiu-se, primeiramente, pelo

cálculo da massa de proteína presente em 1 mL de amostra purificada de concentração pré-

estabelecida. Em seguida, o rendimento foi determinado dividindo a massa pelo volume do

pellet de indução purificado dividido por 1000 mL, como demonstrado pela equação 5.0:

���������� = �(������� 1000 ��) (5.0)
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 SELEÇÃO DO VETOR DE EXPRESSÃO E DESENHO DO GENE SINTÉTICO A SER

CLONADO E UTILIZADO NA EXPRESSÃO EM SISTEMA BACTERIANO

A escolha do vetor foi baseada na metodologia adotada por Miller et al., (2005), onde

os pesquisadores utilizaram o vetor pET27b(+) para expressar e purificar anticorpos scFv em

células de E. coli, obtendo as proteínas recombinantes a partir de diferentes frações da célula

bacteriana (MILLER et al, 2005). A figura 40, disponibilizada pela empresa GenScript®,

esquematiza de forma detalhada a organização do vetor de expressão pET27b(+).

Figura 40 - Mapa do vetor pET27b(+) utilizado na clonagem do gene sintético para a expressão dos anticorpos.

O pET27b(+) é um vetor com aproximadamente 5.4 kb e atua sob o controle do operon Lac (Lac O), o qual é

regulado pela adição de IPTG ao meio, onde este se liga ao repressor LacI permitindo a interação do promotor

T7 RNA polimerase com o operador, culminando na transcrição do gene em RNA mensageiro e posteriormente

na tradução em proteína. Além disso, o vetor conta como marcador de seleção o antibiótico canamicina e o

peptídeo sinal pelB. Fonte: GenScript® (https://is.gd/Vhwrmv)

https://is.gd/Vhwrmv
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O vetor escolhido, apresenta resistência ao antibiótico canamicina (KanR) como

marcador de seleção e permite a inserção de um peptídeo sinal, denominado pelB, na porção

N-terminal da proteína alvo, para que a expressão dessa seja direcionada ao espaço

periplasmático da célula bacteriana, otimizando a formação de pontes dissulfetos presentes

nos domínios do fragmento de anticorpo, devido a presença de chaperonas e dissulfeto

isomerases, resultando na melhora do dobramento da proteína. Além disso, este vetor permite

a adição da cauda de histidina (His-tag) na porção C-terminal da proteína, a qual facilita a

purificação e identificação dessa em ensaios biomoleculares. O desenho esquemático da

construção se encontra representado pela figura 41.

Figura 41 - Modelo esquemático geral utilizado na construção do gene sintético para a expressão de ambos

anticorpos scFv.

A construção do gene sintético se deu com o emprego do peptídeo sinal na porção N-terminal da estrutura,

seguido da inserção de uma alça flexível formada por glicina e serina unindo a cadeia pesada e a cadeia leve do

anticorpo, finalizando com seis resíduos de histidina para auxiliar na purificação da proteína. Fonte: Este

trabalho.

Os parâmetros relacionados à massa molecular, ao ponto isoelétrico (pI) e ao valor do

coeficiente de absortividade molar (�) característico para cada anticorpo são importantes para

o processo de expressão, purificação e quantificação das proteínas, e foram obtidos pela

ferramenta Compute pI/Mw e ProtParam. Os valores teóricos obtidos para o anticorpo scFv-

CR3022 foram 27.9 kDa e pI de 8.28, respectivamente, sendo o esperado para fragmentos

dessa natureza, assemelhando-se aos resultados alcançados pelo o anticorpo MAD22, onde

esses parâmetros equivalem a 28.4 kDa e pI de 8.93, respectivamente.
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O gene sintético foi clonado em frame no vetor pET27b(+) pela empresa WatsonBio

Sciences via FastBio LTDA usando os sítios de restrição Nde I e BamH I. Os certificados de

qualidade das clonagens apresentados pela empresa se encontram disponíveis no ANEXO C.

Brevemente, o DNA plasmidial extraído de células competentes de E. coli cepa TOP10

(utilizada para amplificação) previamente transformadas com as construções para expressar os

anticorpos foram tratados com as enzimas de restrição Mlu I e Kpn I (para o anticorpo scFv-

CR3022) e Xba I e Xho I (para o anticorpo scFv MAD22) com o objetivo de promover a

digestão dos plasmídeos e, em seguida, as amostras foram visualizadas aplicando-as em gel

de agarose. Os resultados obtidos confirmaram a clonagem do gene sintético ao vetor por

meio do aparecimento de uma banda na altura de 806 bp, referente ao gene, e outra próxima a

5.4 kb, indicando a presença do vetor vazio. As construções também foram confirmadas por

sequenciamento pela empresa (dados não mostrados).

Os plasmídeos foram ressuspendidos em 20 µL água ultrapura estéril e, em seguida,

utilizados na etapa de transformação da célula de E. coli cepa DH5α competente para a

amplificação da construção e posterior uso para expressão em E. coli BL21DE3.

5.2 TRANSFORMAÇÃO DO GENE SINTÉTICO EM CÉLULAS E. coli DH5ɑ
COMPETENTES, EXTRAÇÃO DO DNA PLASMIDIAL E ANÁLISE DE QUALIDADE

DAS AMOSTRAS

A transformação das células competentes DH5α prosseguiu de acordo com a

metodologia descrita anteriormente. As colônias contendo o DNA recombinante apareceram

após 12 horas de incubação a 37ºC. O crescimento das colônias em meio contendo o

antibiótico de seleção infere que o processo de transformação ocorreu de modo satisfatório.

As colônias então foram selecionadas e submetidas ao processo de extração do DNA

plasmidial. A figura 42 representa os resultados obtidos para as células contendo o gene

referente ao anticorpo scFv-CR3022 e para o anticorpo scFv-MAD22.
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Figura 42 - Placa de petri contendo meio LB canamicina mostrando o processo de seleção dos clones.

(A) Colônias hospedando o gene sintético para a expressão do anticorpo scFv-CR3022. (B) Células contendo o

DNA recombinante para a expressão do anticorpo scFv MAD22. Fonte: Este trabalho.

Como não houve a etapa de lavagem das amostras com fenol-clorofórmio durante os

últimos processos da miniprep por lise alcalina e SDS, os resultados obtidos pela

quantificação do DNA plasmidial utilizando o NanoDropTM Thermofischer demonstraram a

presença de alto teor de impurezas, indicado por valores da correlação A260/A280 > 2.0,

sendo, posteriormente, confirmado pela eletroforese em gel de agarose 1% (m/v). Desse modo,

a extração do DNA plasmidial foi realizada novamente, porém, utilizando o kit comercial

PureYield™ Plasmid Miniprep System. As bandas referentes ao DNA plasmidial extraídos

das células de E. coli DH5α transformadas normalmente aparecem acima do marcador de

peso molecular (M), de modo que a presença desse no gel atua como o controle positivo de

que a corrida da eletroforese ocorreu de maneira desejada. As minipreps então foram

utilizadas para transformar células BL21(DE3)-RIL competentes e assim dar início ao

processo de expressão dos anticorpos scFv recombinantes. O resultado obtido pode ser

visualizado pela figura 43.
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Figura 43 - Amostras de DNA plasmidial extraído por meio do kit PureYield™ Plasmid Miniprep System em

gel de agarose 1% (m/v).

As amostras das minipreps foram realizadas em triplicatas (A1, A2 e A3), sendo aplicadas ao gel 3 µL do DNA

plasmidial diluído em 2 µL de tampão 6X e 1 µL de H2O. Essa diluição foi necessária devido a grande

concentração obtida para cada amostra. A correlação A260/A280 também ocorreu dentro do esperado, com

valores variando entre 1.8 a 2.0, o qual indica alto teor de pureza das amostras, corroborando com o observado

no gel de agarose. M: Marcador de peso molecular; A1: Amostra 1; A2: Amostra 2; A3: Amostra 3. Fonte: Este

trabalho.

5.3 TESTE DE EXPRESSÃO DOS ANTICORPOS scFv EM CÉLULA DE E. coli

BL21(DE3)-RIL COMPETENTES

Os testes de expressão dos anticorpos scFv foram realizados em quatro temperaturas

diferentes, utilizando como organismo de expressão a cepa de E. coli BL21(DE3)-RIL. A

metodologia de transformação foi a mesma adotada para as células DH5α e detalhada

previamente. A indução ocorreu durante 48 horas sob a rotação fixa de 180 rpm e os

resultados obtidos foram visualizados por meio de SDS-PAGE e Western blotting.
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5.3.1 Teste de indução do Anticorpo scFv-CR3022 nas temperaturas de 15ºC, 25ºC, 30ºC

e 37ºC

Os testes de indução foram realizados com a adição padrão de IPTG na concentração

final de 1,0 mM, sendo o valor máximo recomendado pelo protocolo de Sambrook & Russel

(2000). Testes preliminares em temperaturas amenas, como a realizada em 15ºC, não foram

possíveis obter expressão da proteína recombinante, mesmo utilizando a cepa de E. coli

engenheirada ArcticExpress(DE3), ideal para essas condições. A expressão em temperaturas

mais baixas auxilia na otimização do dobramento da proteína, evitando a formação de corpos

de inclusão insolúveis, de modo a obter um maior rendimento das proteínas na fração solúvel

(JIA et al., 2016).

Os ensaios executados sob a temperatura de 25ºC não obtiveram resultados

promissores. As análises realizadas por SDS-PAGE e Western blotting demonstraram que

mesmo após um longo período de tempo de indução não foi possível obter a proteína

recombinante nem na fração solúvel ou em corpos de inclusão na matriz citoplasmática. Em

contrapartida, quando os testes foram submetidos a temperaturas mais elevadas, como 30ºC e

37ºC, foi possível observar bandas de expressão da proteína em períodos reduzidos. Além

disso, o aparecimento dessas bandas infere que o tempo de eletrotransferência utilizado foi o

suficiente. A figura 44 representa o resultado obtido para os testes de indução referente ao

anticorpo scFv-CR3022 utilizando pellet de 20 mL.

Devido a quantidade significativa de amostras obtidas, para analisar se houve ou não a

expressão da proteína na respectiva temperatura apenas algumas alíquotas foram processadas.

A escolha baseou-se nas características adotadas por outras proteínas já produzidas pelo grupo.

Desse modo, bandas de expressão foram observadas tanto na fração solúvel quanto no corpo

de inclusão, entretanto, localizadas em 3 diferentes massas moleculares relativas próximas aos

marcadores de 52, 34 e 17 kDa. É interessante ressaltar que, apesar da massa molecular

teórica do anticorpo scFv-CR3022 ser 27.9 kDa, a corrida da molécula durante a eletroforese

apresenta comportamento anômalo, não correspondendo ao predito. Além disso, foi

observado uma banda de expressão perto da marcação de 52 kDa, sendo indicativo de que

essa proteína se oligomeriza, fenômeno comum entre as estruturas scFv.
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Figura 44 - Western blotting referente ao teste de temperatura de indução realizada para o anticorpo scFv-

CR3022.

FS: Fração solúvel; CI: Corpo de inclusão. C+: Controle positivo. Marcador Spectra™ Multicolor Broad Range

Protein Ladder. Fonte: Este trabalho.

Para maiores detalhes sobre o comportamento da molécula, estudos por meio da

técnica de espalhamento dinâmico da luz (DLS, do inglês dynamic light scattering) podem ser

realizados. Porém não há dúvida que o scFv em questão foi expresso, uma vez que o mesmo

contém a cauda de His carboxi terminal e esta é verificada no Western blotting.

5.3.2 Teste de tempo de indução do Anticorpo scFv-CR3022 durante 48h

A etapa de padronização da expressão da proteína prosseguiu-se pela determinação do

melhor tempo de indução em que se obtém o anticorpo. Desse modo, apenas as frações

solúveis de um pellet de 20 mL foram aplicadas ao gel e transferidas para a membrana de

nitrocelulose. O procedimento foi realizado para temperaturas de 30ºC e 37ºC. Os resultados

demonstrados pela figura 45 se referem às proteínas encontradas na fração solúvel na

temperatura de 30ºC durante 48h. Como observado, as bandas de expressão (entre 42 e 52

kDa e próxima de 17 kDa) começaram a aparecer após 4 horas de indução, atingindo

concentrações ótimas em 6 horas (canaleta destacada pela caixa vermelha na figura) e

apresentando comportamento anormal de padrão de corrida, como relatado previamente.
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Figura 45 - Western blotting contendo alíquotas do anticorpo scFv-CR3022 recombinante obtidos na fração

solúvel a 30ºC durante 48h.

O melhor tempo para expressar o anticorpo scFv-CR3022 sob a temperatura de 30ºC foi determinado como

sendo 6 horas de indução (destacado pela caixa vermelha. Fonte: Este trabalho.

Os mesmos procedimentos foram realizados para a temperatura de 37ºC (Figura 46). A

membrana de Western blotting revelou o início da expressão da proteína após 3 horas de

indução, permanecendo até 48 horas. Curiosamente, o melhor tempo para a padronização da

expressão também ocorreu após 6 horas (banda destacada na caixa vermelha na figura),

semelhante ao observado para a temperatura de 30ºC.

Figura 46 - Western blotting contendo alíquotas do anticorpo scFv-CR3022 recombinante obtidos na fração

solúvel a 37ºC durante 48h.

O melhor tempo para expressar o anticorpo scFv-CR3022 sob a temperatura de 37Cº foi determinado como

sendo 6 horas de indução (destacado pela caixa vermelha. Fonte: Este trabalho.
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Dessa forma, os melhores parâmetros para a expressão do anticorpo scFv-CR3022

foram estabelecidos como tempo de indução de 6 horas sob a temperatura de 37ºC. Essa

padronização foi posteriormente utilizada para realizar a indução de 1L de cultura para

prosseguir com a etapa de purificação da proteína recombinante.

5.3.3 Teste de indução do Anticorpo scFv MAD22 nas temperaturas de 15ºC, 25ºC, 30ºC

e 37ºC

A mesma metodologia de indução adotada para o anticorpo scFv-CR3022 foi

reproduzida nos testes de expressão do anticorpo scFv-MAD22. Como já observado para a

outra proteína, nos testes realizados sob a temperatura de 15ºC não foi possível obter a

expressão do anticorpo, de modo que nenhuma banda foi visualizada no gel de poliacrilamida

ou marcada na membrana de nitrocelulose pela técnica de Western blotting (dados não

mostrados). Ao contrário do observado para o anticorpo scFv-CR3022, também não foi

possível obter expressão em temperaturas elevadas como 30ºC e 37ºC, sugerindo que as

mutações ocorridas no paratopo do anticorpo também influenciaram na forma em que esse se

comporta durante sua produção pelas células de E. coli. Em contrapartida, bandas de

expressão da proteína recombinante (entre 42 e 52 kDa e próximo a 17 kDa) foram

observadas nas alíquotas de indução a 25ºC, perfil não visto nos testes do anticorpo scFv-

CR3022 (Figura 47).

Figura 47 - Western blotting referente ao teste de temperatura de indução realizada para o anticorpo scFv

MAD22.

FS: Fração solúvel; CI: Corpo de inclusão; C+: Controle positivo. Marcador Spectra™ Multicolor Broad Range

Protein Ladder. Fonte: Este trabalho.
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É interessante ressaltar que, apesar da comprovação da expressão, as marcações

obtidas pelo Western blotting só foram observadas na fração solúvel, diferente do observado

nos testes envolvendo o anticorpo scFv-CR3022.

5.3.4 Teste de tempo de indução do Anticorpo scFv MAD22 durante 48h

A padronização do tempo de indução prosseguiu-se pela mesma metodologia

previamente descrita, aplicando apenas alíquotas da fração solúvel em um gel de

poliacrilamida e, posteriormente, confirmado por meio de Western blotting. A figura 48

representa o resultado de Western blotting com as bandas de expressão realizadas durante um

período de 48h sob a temperatura de 25ºC.

Figura 48 - Western blotting contendo alíquotas do anticorpo scFv-MAD22 recombinante obtidos na fração

solúvel a 25ºC durante 48h.

O melhor tempo para expressar o anticorpo scFv MAD sob a temperatura de 25ºC foi determinado como sendo

20 horas de indução (destacado pela caixa vermelha. Fonte: Este trabalho.

De acordo com os resultados obtidos, das alíquotas selecionadas e processadas,

observou-se que a expressão do anticorpo scFv MAD22 teve seu início em períodos tardios,

porém, perdurando durante 48 horas. No entanto, no tempo de 20h foi percebido uma

marcação mais forte do que o visto para os outros intervalos, sendo então utilizado na

padronização da expressão a ser adotado nos testes de purificação.
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5.4 PADRONIZAÇÃO DA PURIFICAÇÃO DOS ANTICORPOS scFv-CR3022 e scFv

MAD22

O melhor tempo para expressar cada anticorpo recombinante foi padronizado para

induzir 1L de cultura a ser utilizada na etapa de purificação das proteínas. O processo foi

realizado por meio da técnica de cromatografia por afinidade aplicando a amostra em uma

coluna de níquel acoplada a um sistema FPLC. A eluição das proteínas foi feita em uma única

etapa, eluindo com 100% de tampão B, e as amostras coletadas foram analizadas por SDS-

PAGE.

Os resultados alcançados para o anticorpo scFv-CR3022 demonstrou que a proteína se

manteve fortemente aderida na coluna durante sua aplicação no sistema, representado na

figura 49 pela ausência de banda na canaleta ocupada pelo volume não ligado, e também

durante a etapa de lavagem pelo tampão A contendo 40 mM de imidazol. Esse resultado

sugere que o desenho da estrutura empregando a calda de histidina na porção C-terminal pode

ter auxiliado em uma melhor interação da proteína com a coluna, uma vez que a porção N-

terminal é ocupada pelas regiões CDRs caracterizadas por seis loops, os quais refletem em

uma maior flexibilidade da região, podendo interferir na ligação dos seis resíduos de histidina

com a coluna de níquel. As alíquotas de 1 mL coletadas e nomeadas como E1-5 foram

utilizadas para aplicar 15 µL da amostra no gel. A eluição de número 2 foi a que obteve maior

concentração de proteína, referente ao ápice do pico visualizado pelo cromatograma, sendo

contrastada pela eluição número 5, onde não foi possível visualizar banda contendo a proteína

purificada, podendo ser expressa no cromatograma pela fase constante terminal. O

cromatograma obtido durante o processo de purificação do anticorpo scFv-CR3022 pode ser

consultado no ANEXO D.1.
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Figura 49 - Gel de poliacrilamida contendo alíquotas do anticorpo scFv-CR3022 obtidas após a purificação da

proteína expressa na fração periplasmática da célula bacteriana.

FNP: Fração não purificada; VNL: Volume não ligado; Lavagem; E1: Eluição 1; E2: Eluição 2; E3: Eluição 3;

E4: Eluição 4; E5: Eluição 5; C+: Controle positivo. Marcador Precision Plus Protein™ Unstained Protein

Standards. Fonte: Este trabalho.

A mesma metodologia adotada para purificar o anticorpo recombinante scFv-CR3022

foi empregada na purificação do anticorpo scFv MAD22, e como esperado, o perfil

comportamental adotado pela proteína foi o mesmo observado anteriormente (Figura 50). O

anticorpo scFv MAD22 também apresentou grande afinidade pela coluna de níquel, se

mantendo fortemente ligado durante a aplicação da amostra (volume não ligado) e na lavagem

do sistema pelo tampão A, o qual é favorável para obter um maior rendimento da proteína. O

perfil de eluição também mostrou-se semelhante, obtendo maior concentração da proteína

durante a eluição de número 2, caracterizado pelo ápide do pico no cromatograma (ANEXO

D.2). Entretanto, uma marcação discreta apareceu na eluição de número 5, o que não foi visto

para o anticorpo scFv-CR3022.
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Figura 50 - Gel de poliacrilamida contendo alíquotas do anticorpo scFv MAD22 obtidas após a purificação da

proteína expressa na fração periplasmática da célula bacteriana.

FNP: Fração não purificada; VNL: Volume não ligado; Lavagem; E1: Eluição 1; E2: Eluição 2; E3: Eluição 3;

E4: Eluição 4; E5: Eluição 5; C+: Controle positivo. Marcador Precision Plus Protein™ Unstained Protein

Standards. Fonte: Este trabalho.

Com base nesses resultados, as alíquotas das três primeiras eluições para cada

anticorpo scFv recombinantes foram consideradas nos testes de diálise em tampão carbonato

20 mM em pH 9.6 com o objetivo de remover o teor de imidazol contida nas amostras.

5.5 TESTE DE DIÁLISE E ESTABILIDADE DOS ANTICORPOS scFv EM TAMPÃO

CARBONATO 20 mM E CÁLCULO DO RENDIMENTO DAS PROTEÍNAS

O processo de diálise, caracterizada como a última etapa dos ensaios de purificação de

proteínas, permite a troca de tampão e remoção de sais presentes nas amostras, de modo que

pequenas moléculas atravessam uma membrana semipermeável de diâmetro específico, indo

de uma solução mais concentrada para outra menos concentrada, até que ocorra o equilíbrio

entre do sistema. Durante esse processo, vários fatores podem levar a preciptação da proteína,

como a força iônica, o pH errado da solução, entre outros, os quais são características

individuais das proteínas. (PESARRODONA et al., 2014).
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Para os anticorpos scFv recombinantes, o teste de diálise foi realizado em 200 mL de

tampão carbonato a 20 mM e pH 9.6, aplicando as amostras em uma membrana de 33 mm e

deixando sob refrigeração durante 24 horas. As amostras se mantiveram estáveis durante todo

o processo, não apresentando formação de cristais, o qual é um indicativo para preciptação da

proteína. Desse modo, as amostras foram quantificadas e 5 µg de proteína foram aplicadas no

gel de policrilamida para uma melhor visualização dos resultados. Pelo Western blotting foi

possível visualizar formação de marcações discretas um pouco acima do valor de 37 kDa, o

que já era previsto e observado durante os testes de expresão da proteína. Não houve nenhuma

outra marcação, sugerindo alto teor de pureza das amostras. A figura 51 representa os

resultados obtidos para o anticorpo scFv-CR3022.

Figura 51 - Alíquotas de anticorpo scFv-CR3022 dialisadas em tampão carbonato pH 9.6.

(A) Gel de policrilamida contendo as três primeiras eluições do anticorpo recombinante scFv-CR3022. (B)

Confirmação por Western blotting da presença da proteína recombinante. E1: Eluição 1; E2: Eluição 2; E3:

Eluição 3. Fonte: Este trabalho.

O mesmo padrão foi apresentado pelo o anticorpo scFv MAD22, entretanto, a banda

referente a proteína oligomerizada obteve uma marcação mais acentuada (Figura 52).
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Figura 52 - Alíquotas de anticorpo scFv MAD22 dialisadas em tampão carbonato pH 9.6.

(A) Gel de policrilamida contendo as três primeiras eluições do anticorpo recombinante scFv MAD22. (B)

Confirmação por Western blotting da presença da proteína recombinante. E1: Eluição 1; E2: Eluição 2; E3:

Eluição 3. Fonte: Este trabalho.

Em seguida, as amostras foram avaliadas quanto sua estabilidade durante um período

de 24 horas sendo submetidas a diferentes condições de temperaturas (25ºC, 4ºC e -20ºC).

Essa avaliação se faz de suma importância para determinar as melhores condições de

armazenaento e transporte das proteínas, assegurando a qualidade do produto. A figura 53a

demonstra os resultados obtidos para o anticorpo scFv-CR3022. Como observado, o anticorpo

se manteve íntegro quando deixado a 4ºC e a -20ºC, entretanto, a proteína mostrou-se uma

leve instabilidade sob temperatura de 25ºC, equivalente a temperatura ambiente, podendo ser

representado por um arraste logo abaixo da banda de purificação, caracterizando fragmentos

originados pela degradação da proteína. Com base nesses resultados, a temperatura ideal para

o armazenamento do anticorpo recombinante foi estabelecido como 4ºC.

As análises realizadas para o anticorpo scFv MAD22 foi semelhado ao alcançado

anteriormente, onde a proteína quando submetida a temperatura ambiente apresentou leves

degradações (Figura 53b). Assim como observado para o anticorpo scFv-CR3022, a proteína

otimizada também obteve boa estabilidade nas outras duas temperaturas avaliadas. sugerindo

que a temperatura ideal para seu armazenamento também pode ser feita a 4ªC.
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Figura 53 - Teste de estabilidade das proteínas recombinantes em diferentes temperaturas: 25ºC, 4ºC e -20ºC.

(A) Teste de estabilidade referente ao anticorpo recombinante scFv-CR3022. (B) Teste de estabilidade referente

ao anticorpo recombinante scFv MAD22. Fonte: Este trabalho.

O cálculo do rendimento foi realizado com base em 1L de indução. Os resultados

obtidos foram satisfatório para ambas proteínas. O rendimento teórico apresentado pelo

anticorpo scFv-CR3022 foi de 8,49 mg/L, semelhante ao do anticorpo scFv MAD22, onde

esses valores equivaleram a 7,91 mg/L. Um bom rendimento adquirido no processo de

obtenção da proteína se torna vantajoso para o escalonamento do produto e aumento do fluxo

de produção, podendo ser disponibilizado de forma mais rápido no mercado e por preços mais

baixos.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Após o desenvolvimento desse trabalho, alguns aperfeiçoamentos ainda devem ser

realizados, como os testes de padronização da concentração de IPTG, cuja o objetivo é

alcançar a concentração mínima necessária a ser aplicada durante os experimentos.

A avaliação do reconhecimento de ambos anticorpos frente ao antígeno viral comercial

e em amostras de pacientes doentes também devem ser desenvolvidos e padronizados para

assegurar a eficiência das mutações in silico realizada no paratopo do anticorpo scFv MAD22

quando comparada ao anticorpo scFv-CR3022. Além disso, para compreender melhor essas

interações, o estudo da biofísica envolvendo o complexo antígeno-anticorpo deve ser

experimentalmente realizado e avaliado.

Efetuar testes de neutralização para ambos anticorpos para avaliar seu emprego como

um possível biofármaco no tratamento da COVID-19.
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CONCLUSÃO FINAL

Com a execução desse trabalho foi possível concluir que a qualidade de informações a

respeito da estruturas e sequências de proteínas disponíveis atualmente em bancos de dados

fornecem diretrizes para o estudo e desenho de novas moléculas apresentando características

específicas para uma determinada finalidade, como por exemplo, o desenvolvimento de um

anticorpo monoclonal capaz de interagir com maior especificidade a um epítopo de interesse.

Além disso, o desenvolvimento de novos processadores e a aprimoração e a robustez de

cálculos fornecem ferramentas valiosas capazes de mimetizar sistemas biológicos reais,

podendo reduzir custos de produção e tempo de desenvolvimento de um produto.

A produção de proteínas recombinantes por expressão heteróloga utilizando E. coli

como organismo de expressão é um método vantajoso para obter proteínas otimizadas por

ferramentas computacionais, uma vez que o cultivo da bactéria não necessita de reagentes

caros, pode ser escalonado e alcança bom rendimento da proteína com alto grau de pureza e

estabilidade, como mostrado pelos resultados. Além disso, o emprego de um peptídeo sinal na

estrutura da proteína auxilia no seu correto dobramento assegurando, desse modo, a qualidade

da estrutura.

A combinação de métodos in silico e in vitro se mostra promissor no desenvolvimento

de novos produtos biotenológicos, em menor tempo de produção e também menor custo do

produto final, sendo de suma importância em cenários emergenciais como a pandemia da

COVID-19.
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APÊNDICE A - Construção das sequências primárias dos anticorpos scFv utilizados na

modelagem por meio do servidor MODELLER 10.1

A.1 Sequência FASTA das estruturas utilizadas na construção do anticorpo scFv-CR3022

obtidas pelo próprio PDB, onde o “modelo” se refere à sequência alvo a ser modelada com a

alça de glicina e serina (destacado em cinza) unindo ambas porções Fv do anticorpo.

>modelo

QMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDS

ETRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGT

TVTVSSASTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQS

VLYSSINKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA

EDVAVYYCQQYYSTPYTFGQGTKVEIKRT

*

>2KH2:B

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSGNIHNYLTWYQQKPGKAPQLLIYNAKTLADG

VPSRFSGSGSGTQFTLTISSLQPEDFANYYCQHFWSLPFTFGQGTKVEIKRTGGGGSG

GGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFDFSRYDMSWVRQAP

GKRLEWVAYISSGGGSTYFPDTVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA

RQNKKLTWFDYWGQGTLVTVSSHHHHHH

*

>6W41:H

QMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDS

ETRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGT

TVTVSSASTDIQLTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSINKNYLAWYQQKPGQP

PKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTPYTFGQG

TKVEIKRT

*
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A.2 Alinhamento múltiplo de sequências FASTA utilizadas na construção do anticorpo scFv-

CR3022 realizado pelos algoritmos do programa Clustal Omega e obtidos no formato de

leitura adequada para o servidor MODELLER 10.1 (extensão .pir) utilizando a linha de

comando clustalw -infile=arquivo.fasta -output=pir através do terminal linux Ubuntun

18.04.5.

>P1;modelo

sequence:modelo:1:A:257:A::::

QMQLVQSGTEVKK-PGESLKISCKGSGYGFITYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDS

ETRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTT

VTVSSASTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVL

YSSINKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRES-----GVPDRFSGS--GSGTDFTLTISSLQ

AEDVAVYYCQQYYSTP---YTFGQGTKVEIKRT-----

*

>P1;6W41

structure:6W41:1:H:237:H::::

QMQLVQSGTEVKK-PGESLKISCKGSGYGFITYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDS

ETRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGTT

VTVSSAST-------------------DIQLTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSINKNYLAW

YQQKPGQPPKLLIYWASTRES-----GVPDRFSGS--GSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQ

QYYSTP---YTFGQGTKVEIKRT-----

*

>P1;2KH2

structure:2KH2:1:B:254:B::::

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSGN--IHNYLTWYQQKPGKAPQLL--IYNAKTLAD

GVP-----SRFSGSGSGTQFTLTISSLQPEDFANYYCQHFWSLP---FTFGQGTKVEIKRTGG

GG--SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGS-LRLSCAASG----FDFSRYDMS

WVRQAPGKRLEWVAYISSGGGSTYFPDTVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDT

AVYYCARQNKKLTWFDYWGQGTLVTVSSHHHHHH

*
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A.3 Sequência FASTA das estruturas utilizadas na construção do anticorpo scFv otimizado

obtidas pelo próprio PDB, onde o “modelo” se refere ao anticorpo scFv MAD22 a ser

modelada com a alça de glicina e serina (destacado em cinza) unindo ambas porções Fv do

anticorpo e as mutações realizadas.

>modelo

QMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGEQFIMYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPKDS

ETRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAGGPGLSTPMEVWGQGT

TVTVSSASTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSV

LYRRINFNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASRRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAE

DVAVYYCQQYYRTPYTFGQGTKVEIKRT

*

>2KH2:B

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSGNIHNYLTWYQQKPGKAPQLLIYNAKTLADG

VPSRFSGSGSGTQFTLTISSLQPEDFANYYCQHFWSLPFTFGQGTKVEIKRTGGGGSG

GGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFDFSRYDMSWVRQAP

GKRLEWVAYISSGGGSTYFPDTVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA

RQNKKLTWFDYWGQGTLVTVSSHHHHHH

*

>6W41:H

QMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDS

ETRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGT

TVTVSSASTDIQLTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSINKNYLAWYQQKPGQP

PKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTPYTFGQG

TKVEIKRT

*
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A.4 Alinhamento múltiplo de sequências FASTA utilizadas na construção do anticorpo scFv

MAD22 realizado pelos algoritmos do programa Clustal Omega e obtidos no formato de

leitura adequada para o servidor MODELLER 10.1 (extensão .pir) utilizando a linha de

comando clustalw -infile=arquivo.fasta -output=pir através do terminal linux Ubuntun

18.04.5.

>P1;modelo

sequence:modelo:1:A:257:A::::

QMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGEQFIMYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPKDS

ETRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAGGPGLSTPMEVWGQGT

TVTVSSASTGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSV

LYRRINFNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASRRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAE

DVAVYYCQQYYRTPYTFGQGTKVEIKRT-----

*

>P1;6W41

structure:6W41:1:H:237:H::::

QMQLVQSGTEVKKPGESLKISCKGSGYGFITYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDS

ETRYSPSFQGQVTISADKSINTAYLQWSSLKASDTAIYYCAGGSGISTPMDVWGQGT

TVTVSSAS--------------------TDIQLTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSINKNYLA

WYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQY

YSTPYTFGQGTKVEIKRT-----

*

>P1;2KH2

structure:2KH2:1:B:254:B::::

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSG--NIHNYLTWYQQKPGKAPQLL--IYNAKTLAD

GVP-----SRFSGSGSGTQFTLTISSLQPEDFANYYCQH---FWSLPFTFGQGTKVEIKRTGG

GG--SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGS-LRLSCAASG----FDFSRYDMS

WVRQAPGKRLEWVAYISSGGGSTYFPDTVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDT

AVYYCARQNKKLTWFDYWGQGTLVTVSSHHHHHH

*
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APÊNDICE B - Validação dos modelos de anticorpos scFv construídos pelo método de

modelagem comparativa

B.1 Gráficos de energia obtidos pelo servidor ProSA-web para o anticorpo scFv-CR3022

Fonte: Este trabalho.

B.2 Gráficos de energia obtidos pelo servidor ProSA-web para o anticorpo scFv MAD22

Fonte: Este trabalho.
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B.3 Gráficos de Ramachandran obtidos para o anticorpo scFv-CR3022 demonstrando a

qualidade estereoquímica do modelo gerado

Fonte: Este trabalho.

Fonte: Este trabalho.
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B.4 Gráficos de Ramachandran obtidos para o anticorpo scFv-CR3022 demonstrando a

qualidade estereoquímica do modelo gerado

Fonte: Este trabalho.

Fonte: Este trabalho.
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B.5 Gráficos obtidos pelo servidor VERIFY3D demontrando a relação existente entre a

sequência 1D e a estrutura 3D para o anticorpo scFv-CR3022

Fonte: Este trabalho.

B.6 Gráficos obtidos pelo servidor VERIFY3D demontrando a relação existente entre a

sequência 1D e a estrutura 3D para o anticorpo scFv MAD22

Fonte: Este trabalho.
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B.7 Gráficos gerados pelo servidor ERRAT demonstrando as análises realizadas para as

interações entre átomos não ligados presentes na estrutura do anticorpo scFv-CR3022

Fonte: Este trabalho.

B.8 Gráficos gerados pelo servidor ERRAT demonstrando as análises realizadas para as

interações entre átomos não ligados presentes na estrutura do anticorpo scFv MAD22

Fonte: Este trabalho.
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APÊNDICE C - Caracterização da natureza de interação entre os anticorpos scFv e a proteína

RBD pelos servidores PIC e PISA.

C.1 Ocorrência de interação hidrofóbicas em até 5 Å de distância entre o complexo formado

pelo anticorpo scFv-CR3022 e a proteína RBD do SARS-CoV-2 obtido pelo servidor PIC.

Fonte: Este trabalho.

C.2 Ocorrência de interações cátion-π em até 6 Å de distância entre o complexo formado pelo

anticorpo scFv-CR3022 e a proteína RBD do SARS-CoV-2 obtido pelo servidor PIC.

Fonte: Este trabalho.

C.3 Ocorrência de empilhamento do tipo π-π entre 4.5 Å a 7 Å de distância entre o complexo

formado pelo anticorpo scFv-CR3022 e a proteína RBD do SARS-CoV-2 obtido pelo servidor

PIC.

Fonte: Este trabalho.

Interação Hidrofóbica

SARS-CoV-2 RBD scFv-CR3022 SARS-CoV-2 RBD scFv-CR3022

TYR 369 TYR 27 LEU 390 TRP 198

PHE 374 ILE 30 PHE 392 ILE 176

TYR 380 ILE 102 LEU 517 ILE 176

TYR 380 TRP 33

Interações Cátion-π

SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv-CR3022

LYS 378 [NZ] 5.37 TYR 52 [Ar]

LYS 386 [NZ] 5.35 TYR 197 [Ar]

Empilhamento π-π

SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv-CR3022

TYR 380 [Ar] 5.88 TRP 33 [Ar]
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C.4 Ocorrência de ligações de hidrogênio em até 3 Å de distância entre o complexo formado

pelo anticorpo scFv MAD22 e a proteína RBD do SARS-CoV-2 obtido pelo servidor PIC.

Fonte: Este trabalho.

C.5 Ocorrência de empilhamento do tipo π-π entre 4.5 Å a 7 Å de distância entre o complexo

formado pelo anticorpo scFv MAD22 e a proteína RBD do SARS-CoV-2 obtido pelo servidor

PIC.

Fonte: Este trabalho.

Ligação de Hidrogênio

SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv MAD22 SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv MAD22

TYR 369 [OH] 3.00 MET 31 [1HE] GLY 381 [1HA] 2.70 TYR 180 [OH]

ASN 370 [OD1] 2.70 GLN 28 [2HE2] GLY 381 [2HA] 3.00 TYR 180 [OH]

PHE 377 [H] 2.01 TYR 52 [OH] THR 385 [HG1] 2.30 MET 31 [SD]

PHE 377 [O] 2.70 TYR 52 [HH] LYS 386 [1HE] 2.30 GLU 107 [OE2]

LYS 378 [1HZ] 3.00 GLU 57 [OE1] LYS 386 [1HZ] 2.00 GLU 203 [OE2]

LYS 378 [2HZ] 1.90 GLU 57 [OE1] ASP 389 [O] 2.50 ARG 201 [2HH2]

LYS 378 [2HE] 2.50 ASP 55 [OD1] ASP 389 [OD2] 2.30 ARG 201 [1HH2]

LYS 378 [1HZ] 2.00 ASP 55 [OD2] ARG 408 [1HG] 2.50 ASP 55 [OD2]

CYS 379 [O] 1.90 LEU 102 [H] ASP 427 [O] 2.00 ARG 241 [2HH1]

TYR 380 [O] 2.00 SER 103 [H] ASP 428 [OD1] 1.90 ARG 241 [2HH2]

TYR 380 [O] 2.70 SER 103 [1HB] GLU 516 [OE1] 2.80 ARG 175 [1HH2]

GLY 381 [O] 2.21 TYR 180 [HH]

Empilhamento π-π

SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv-CR3022

TYR 380 [Ar] 6.67 TRP 33 [Ar]

SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv-CR3022
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C.6 Ocorrência de ligações iônicas em até 6 Å de distância entre o complexo formado pelo

anticorpo scFv MAD22 e a proteína RBD do SARS-CoV-2 obtido pelo servidor PIC.

Fonte: Este trabalho.

C.7 Ocorrência de interação do tipo Ar-S em até 5.3 Å de distância entre o complexo formado

pelo anticorpo scFv MAD22 e a proteína RBD do SARS-CoV-2 obtido pelo servidor PIC.

Fonte: Este trabalho.

Ligação Iônica

SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv MAD22 SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv MAD22

LYS 378 [NZ] 3.51 ASP 55 [OD1] ASP 427 [OD2] 5.70 ARG 241 [NH1]

LYS 378 [NZ] 2.99 ASP 55 [OD2] ASP 427 [OD2] 5.10 ARG 241 [NH2]

LYS 378 [NZ] 2.86 GLU 57 [OE1] ASP 428 [OD1] 4.20 ARG 241 [NH1]

LYS 378 [NZ] 4.90 GLU 57 [OE2] ASP 428 [OD1] 2.83 ARG 241 [NH2]

LYS 386 [NZ] 5.60 GLU 107 [OE1] ASP 428 [OD2] 4.70 ARG 241 [NH2]

LYS 386 [NZ] 3.96 GLU 107 [OE2] ASP 428 [OD1] 5.30 ARG 174 [NH1]

LYS 386 [NZ] 4.90 GLU 203 [OE1] ASP 428 [OD2] 3.82 ARG 174 [NH1]

LYS 386 [NZ] 2.91 GLU 203 [OE2] ASP 428 [OD1] 4.80 ARG 174 [NH2]

ASP 389 [OD2] 3.17 ARG 201 [NH2] ASP 428 [OD2] 3.22 ARG 174 [NH2]

ARG 408 [NH1] 5.40 ASP 55 [OD2] ASP 428 [OD1] 5.90 ARG 174 [NE]

ARG 408 [NH2] 3.20 ASP 55 [OD2] ASP 428 [OD2] 3.81 ARG 174 [NE]

ARG 408 [NH2] 4.10 ASP 55 [OD1] GLU 516 [OE1] 5.30 ARG 175 [NH1]

ASP 427 [OD1] 5.80 ARG 241 [NH1] GLU 516 [OE1] 3.28 ARG 175 [NH2]

ASP 427 [OD1] 5.90 ARG 241 [NH2] GLU 516 [OE2] 5.40 ARG 175 [NH2]

Aromático-Enxofre

SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv-CR3022

TYR 369 [Ar] 4.50 MET 31
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C.8 Ocorrência de interação hidrofóbicas em até 5 Å de distância entre o complexo formado

pelo anticorpo scFv MAD22 e a proteína RBD do SARS-CoV-2 obtido pelo servidor PIC.

Interação Hidrofóbica

SARS-CoV-2 RBD scFv MAD22 SARS-CoV-2 RBD scFv MAD22

TYR 369 ILE 30 PRO 384 PRO 100

PHE 374 ILE 30 TYR 380 LEU 102

PHE 377 ILE 30 VAL 382 ILE 176

TYR 369 MET 31 PHE 392 ILE 176

PHE 377 MET 31 LEU 517 ILE 176

PRO 384 MET 31 LEU 517 PHE 178

TYR 380 TRP 33 LEU 390 TRP 198

PHE 377 TYR 52

Fonte: Este trabalho.

C.9 Ocorrência de interações cátion-π em até 6 Å de distância entre o complexo formado pelo

anticorpo scFv MAD22 e a proteína RBD do SARS-CoV-2 obtido pelo servidor PIC.

Fonte: Este trabalho.

Interações Cátion-π

SARS-CoV-2 RBD Distância (Å) scFv MAD22

LYS 378 [NZ] 5.95 TRP 33 [Ar]

LYS 378 [NZ] 5.56 TYR 52 [Ar]

LYS 386 [NZ] 5.66 TYR 197 [Ar]
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APÊNDICE D - Mutações sítio-dirigidas

D.1 - Resíduos de aminoácidos mutados com o objetivo de otimizar as interações formadas

entre o anticorpo scFv-CR3022 e a proteína RBD do SARS-CoV-2.

Fonte: Este trabalho.

Wildtype Posição Mutante Wildtype Posição Mutante

TYR 27 GLU ASP 107 GLU

GLY 28 GLN SER 174 ARG

THR 31 MET SER 175 ARG

GLY 54 LYS LYS 178 PHE

SER 100 PRO THR 201 ARG

ILE 102 LEU SER 241 ARG
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APÊNDICE E - Trabalhos publicados durante o mestrado
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ANEXO A - Scripts

A.1 Script utilizado para a modelagem da proteína scFv por meio do servidor MODELLER
10.1.

# Loop refinement of an existing model
from modeller import *
from modeller.automodel import *

log.verbose()
env = environ()

# directories for input atom files
env.io.atom_files_directory = ["/home/marcel/Downloads/SARS-CoV-2"]

# Create a new class based on 'LoopModel' so that we can redefine
# select_loop_atoms (necessary)
class MyLoop(loopmodel):

# This routine picks the residues to be refined by loop modeling
def select_loop_atoms(self):
# 20 residue insertion

return selection(self.residue_range('123:', '144:'))

a = MyLoop(env,
alnfile = 'alinha.pir',
knowns = ('6W41', '2KH2'), # initial model of the target
sequence = 'modelo', # code of the target
loop_assess_methods=assess.DOPE)

a.starting_model= 1
a.ending_model = 50

a.loop.starting_model = 1 # index of the first loop model
a.loop.ending_model = 2 # index of the last loop model
a.loop.md_level = refine.slow # loop refinement method; this yields

# use refine.slow for better models
a.repeat_optimization = 2
a.max_molpdf = 1e6

a.make()
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A.2 Script utilizado no cálculo do valor de DOPE para cada modelo gerado.

from modeller import *
from modeller.scripts import complete_pdb
import sys

filename = sys.argv[1]

log.verbose() # request verbose output
env = environ()
env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib') # read topology
env.libs.parameters.read(file='$(LIB)/par.lib') # read parameters

# read model file
mdl = complete_pdb(env, filename)

# Assess with DOPE:
s = selection(mdl) # all atom selection=
s.assess_dope(output='ENERGY_PROFILE NO_REPORT', file=filename[:-4] + '.profile',

normalize_profile=True, smoothing_window=15)
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ANEXO B - Soluções e tampões

B.1 Soluções utilizadas na minipreparação do DNA plasmidial por lise alcalina e SDS.

● Solução de lise alcalina I: 10 mL

glicose 0,5 M

Tris-HCl 1,0 M (pH 8.0)

EDTA 0,5 M (pH 8.0)

H2O q.s.p

● Solução de lise alcalina II: 1 mL

NaOH 2,0 M

SDS 10% (m/v)

H2O q.s.p

● Solução de lise alcalina III: 10 mL

Acetato de potássio 2,94g/5 mL

Ácido acético 1,2 mL

H2O q.s.p

B.2 Soluções utilizadas no preparo da corrida da eletroforese em gel de agarose 1% (m/v).

● TBE (Tris-Ácido bórico-EDTA): Solução estoque 5X

Tris base 54g

Ácido bórico 27,5g

EDTA 0,5 M 20 mL (pH 8.0)

● TBE (Tris-Ácido bórico-EDTA): Solução de trabalho 0,5X

Tris-borato 45 mM

EDTA 1,0 mM

● Brometo de etídeo (10mg/mL)

Brometo de etídeo 1g

H2O 100 mL
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● Tampão de amostra 6X (Loading buffer 6X)

Azul de bromofenol 0,25% (m/v)

Xileno cianol FF 0,25% (m/v)

Glicerol 30% (v/v)

B.3 Soluções utilizadas recuperação das proteínas da fração periplasmática, fração solúvel e

corpos de inclusão.

● TES (Tris-HCl-EDTA-Sacarose)

Tris–HCl 50 mM

EDTA 0.5 mM

Sacarose 20%

H2O q.s.p

pH 7.2

● Tampão de Lise

Tris–HCl 50 mM

Imidazol 10 mM

NaCl 30 mM

H2O q.s.p

pH 8.0

● Tampão de Solubilização

Tris–HCl 50 mM

Uréia 8,0 M

NaCl 500 mM

H2O q.s.p

pH 8.0
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B.4 Soluções utilizadas no preparo da eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS

● Gel de separação 12%

H2O..................................................................... 3,3 mL

Acrilamida/ Bis 30%.......................................... 4,0 mL

Tris 1,5 M (pH 8.8)............................................ 2,5 mL

SDS 10% (m/v).................................................. 0,1 mL

Persulfato de amônio 10% (m/v)....................... 0,1 mL

TEMED.............................................................. 0,004 mL

● Gel de empilhamento 5%

H2O..................................................................... 4,1 mL

Acrilamida/ Bis 30%.......................................... 1,0 mL

Tris 1,0 M (pH 6.8)............................................ 0,75 mL

SDS 10% (m/v).................................................. 0,06 mL

Persulfato de amônio 10% (m/v)....................... 0,06 mL

TEMED.............................................................. 0,006 mL

● Tampão de amostra 4X (SDS Gel-loading buffer 4X)

Tris-HCl 200 mM (pH 6,8)

SDS 8,0% (m/v)

Azul de bromofenol 0,4%

Glicerol 40% (v/v)

β-mercaptoetanol 400 mM

● Tampão Tris-Glicina: Solução estoque 5X

Tris-base 15,1g

Glicina 94g

SDS 10% (m/v) 50 mL (pH 8.3)

● Tampão Tris-Glicina: Solução de trabalho 1X

Tris-HCl 25 mM

Glicina 250 mM

SDS 0,1%
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● Solução corante Coomassie Blue

Coomassie Brilliant Blue R-250 2,5g

Metanol 500 mL

Ácido acético glacial 100 mL

H2O 400 mL

● Solução descorante

Metanol 500 mL

Ácido acético glacial 100 mL

H2O 400 mL

B.5 Soluções utilizadas na etapa de eletrotransferência em sistema semi-seco.

● Solução de transferência I

Tris-base 0,3 M

Metanol 20%

pH 10,4

● Solução de transferência II

Tris-base 0,025 M

Metanol 20%

pH 10,4

● Solução de transferência III

Tris-base 0,025 M

Metanol 20%

Ácido Capróico 0,04 M

pH 9,4.

● Solução Ponceau

Ponceu S

H2O
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B.6 Solução utilizada na etapa de revelação do Western blotting

● Solução de revelação: 10 mL

NiCl2 0,3% 1 mL

Tris-HCl 1M 1 pH 7.6 1 mL

3,3’-diaminobenzidina (DAB) 10 mg

H2O q.s.p.

B.7 Tampões utilizados na etapa de purificação dos anticorpos recombinantes

● Tampão A

Tris-base 50 mM
NaCl 500 mM
Imidazol 40 mM
pH 7.2

● Tampão B

Tris-base 50 mM
NaCl 500 mM
Imidazol 500 mM
pH 7.2

B.8 Diálise em tampão carbonato pH 9.6

● Tampão Carbonato 20 mM

Na2CO3

NaHCO3
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ANEXO C - Documentos referentes ao controle de qualidade dos genes clonados

disponibilizados pela empresa WatsonBio Sciences.

C.1 Documento referente ao controle de qualidade realizado para a clonagem do gene

utilizado na expressão do anticorpo scFv-CR3022.
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C.2 Documento referente ao controle de qualidade realizado para a clonagem do gene

utilizado na expressão do anticorpo scFv MAD22.
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ANEXO D - Cromatogramas gerados durante a purificação dos anticorpos scFv recombinantes

D.1 Cromatograma referente a purificação do anticorpo scFv-CR3022.
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D.2 Cromatograma referente a purificação do anticorpo scFv MAD22.


