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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) pertence ao género Flavivirus € possui genoma de
aproximadamente 11.000 pares de bases, que codifica trés proteinas estruturais - capsideo (C),
membrana (M) e envelope (E), e sete ndo-estruturais - NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
NS5. A proteina E ¢ responsavel pela entrada do virus no hospedeiro, sendo assim o principal
alvo de anticorpos. Dessa maneira, a partir da bioinformatica, ¢ possivel obter informagdes
sobre as interagdes dos complexos ligante-alvo, a fim de descobrir novos inibidores contra o
ZIKV. Sendo assim, foi analisada a interacdo entre a proteina E do ZIKV e fragmentos varidveis
de cadeia unica (scFv). Em vista disso, foram realizadas modificagdes no linker peptidico entre
as cadeias varidveis dos anticorpos, mas que se mostraram ineficaz em promover mudangas
conformacionais nos modelos atomicos. E embora as interagdes moleculares se limitaram aos
dominios I e III da proteina E, existem algumas diferencas, de modo que sdo necessarias mais

pesquisas para compreender se houve relacdo com as modificagdes realizadas.

Palavras-chave: Zika Virus, Fragmentos Variaveis de Cadeia Unica, Modelagem Molecular,

Interagdes Moleculares.
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1. INTRODUCAO

Em 1947, o virus Zika (ZIKV) foi inicialmente isolado de um macaco sentinela do género
Rhesus, capturado na floresta de Zika, na Uganda, sendo caracterizada como linhagem africana.
No ano seguinte, novamente o virus foi isolado, no entanto em mosquitos Aedes (Ae) africanus
presentes na mesma area florestal (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Na década de 50 foi
realizado o primeiro isolamento do virus em humanos na Nigéria (PETERSEN, 2016) e na
década seguinte, foi descoberto uma nova linhagem na Asia, que foi isolada em mosquitos Ae.
aegypti na Malésia, permitindo deduzir que o ZIKV possui um ciclo urbano, devido a
descoberta em um vetor urbano (SILVA, 2019; SONG, 2017). Sendo assim, a presenca do
ZIKV em diferentes paises na Asia e Africa sugere que o virus estava amplamente distribuido
em ambos continentes (WIKAN, 2016). Ao longo de 60 anos, os casos relacionados ao ZIKV
eram esporadicos ou em pequenos grupos de pacientes localizados na Asia e Africa, o que

contribuiu para que sua gravidade fosse subestimada (SILVA, 2019; PLOURDE, 2016).

Em 2007, o ZIKV teve notoriedade ao ser notificado um grande surto de casos nas ilhas
Yap da Micronésia, sendo que esta foi a primeira notificagdo de casos fora dos continentes
africano e asiatico. Desde entdo, a infec¢do por ZIKV comecou a se disseminar em diferentes
regides do mundo, como Polinésia Francesa, Ilhas Cook, Ilha de Pascoa e Nova Caledonia, até
que, em 2015, um grande ntimero de casos foi notificado no Brasil, resultando na primeira
evidéncia do virus nas Américas (MUSSO, 2016; PLOURDE, 2016). Com o surgimento do
ZIKV no Brasil, rapidamente o virus se espalhou pelo pais e, consequentemente, pelo
continente, devido aos vetores Ae. aegypti e Ae. Albopictus serem altamente distribuidos na

regido devido a globalizagdo (GUBLER, 2017; MUSSO, 2016; SONG, 2017).

A principal forma de transmissdo do ZIKV acontece por meio da picada de mosquito do
género Aedes. De forma que, no ambiente urbano, ha a predominancia da espécie Ae. Aegypti

e em menores casos a espécie Ae. albopictus (JUNIOR, 2015; PETERSEN, 2016; SILVA,



2019). Sendo assim, esses artropodes provocam uma grande preocupagao para a saude publica,
visto que sdo altamente distribuidos em zonas tropicais, subtropicais (4e. Aegypti) e temperadas
(Ae. Albopictus), abrangendo um extenso territorio para a incidéncia de surtos (JUNIOR, 2015;
PETERSEN, 2016; PLOURDE, 2016). Além da transmissdo vetorial, existem outros modos de
infeccdo pelo ZIKV, sendo estes por aleitamento materno, via sexual e durante a gestacao

(PETERSEN, 2016; PLOURDE, 2016; SILVA, 2019).

A maioria dos casos de ZIKV sdo assintomaticos, porém quando presentes as
manifestagdes clinicas, ha a presenca de varios sintomas leves, comuns e inespecificos, dentre
eles febre, cefaleia, exantema e fadiga. Os sinais clinicos do ZIKV sao similares com de outros
arboviroses, como Dengue e Chikungunya, porém geralmente a infec¢do causada pelo Zika tem
uma evolugdo benigna, na qual os sintomas persistem por at¢ uma semana (CARVALHO, 2019;
SILVA, 2019; SONG, 2017; PLOURDE, 2016; PETERSEN, 2016). No entanto, além dessas
manifestagdes, a infeccdo por ZIKV esta associada a complicagdes neurologicas. Durante o
surto na Polinésia Francesa, houve um acréscimo de casos de Sindrome Guillain-Barré (SGB)
que desenvolveram apés a infecgio por ZIKV (JUNIOR, 2015, SILVA, 2019, MUSSO, 2016).
Outro sinal clinico advém da capacidade do virus de penetrar a placenta, o que pode ocasionar
diversas complicagdes neurologicas em neonatais, como microcefalia e outras anomalias

congénitas e a morte de neonatais (JUNIOR, 2015; SONG, 2017).

O ZIKV pertence ao género Flavivirus, com capsideo de geometria icosaédrica e seu
genoma ¢ composto por uma fita simples de acido ribonucleico (RNA) de polaridade positiva,
com aproximadamente 11kb, com por¢des ndo-traduziveis (UTR) nas extremidades 5’ ¢ 3° e
entre estas uma Unica matriz de leitura aberta (ORF) (Figura 1) (CARVALHO, 2019; SILVA,
2019). A partir da tradugdo do seu RNA, ocorre a sintese de uma tinica poliproteina viral, que
¢ processada pelo o reticulo endoplasmatico em dois grupos de proteinas: estruturais e nao

estruturais. Os trés tipos de proteinas estruturais no ZIKV sdo: capsideo (C), membrana (M),



sendo esta gerada a partir do seu precursor, prM, e envelope (E), enquanto as sete nao-
estruturais consistem em NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e¢ NS5 (Figura 1). Dessa
maneira, as proteinas estruturais sao responsaveis para a formagao da particula viral, enquanto
as nao-estruturais estdo relacionadas a replicacdo, empacotamento do genoma viral e a entrada

na cé¢lula hospedeira (SILVA, 2019; SIROHI, 2017).

Figura 1 — Estrutura do RNA do ZIKV
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Legenda: O genoma do ZIKV ¢ composto por uma fita simples de RNA com por¢des ndo-traduziveis (UTR) nas
extremidades 5’ e 3° e entre estas uma matriz de leitura aberta (ORF). A tradugdo do RNA viral resulta em uma
unica poliproteina viral, a qual possui dois grupos de proteinas: estruturais (C, capsideo; prM, precursor da
membrana; E, envelope) e ndo estruturais (NS1; NS2A; NS2B; NS3; NS4A; NS4B; NS5).

A proteina E esta disposta em uma estrutura dimérica antiparalela no virus e esta ancorada
a membrana viral, por meio de duas hélices transmembranares (TM). Essa proteina possui trés
dominios: DI, DII e DIII (Figura 2). O DI ¢ dividido em trés segmentos: posi¢des 1-51, 132—
192 e 280-295 promove a ligag¢do entre os dominios II e III. Enquanto, o DII ¢ formado por
dois segmentos: posi¢des 52—131 e 193-279 e possui uma alga de fusdo ou “fusion loop” (FL)
que ¢ responsavel pela fusdo da membrana viral com a membrana do hospedeiro. Por fim, o
DIII esta localizado nos residuos 296-403 e possui o sitio de ligagdo ao receptor, o qual permite
a ligacdo do virus na célula hospedeira. Com isso, tanto o DII quanto o DIII sdo regides
importantes para alvos terapéuticos, visto que a por¢ao FL do DII ¢ a sequéncia mais conservada
entre os diferentes tipos de flavivirus e propicia uma reatividade cruzada de anticorpos,
enquanto o DIII ¢ a regido menos conservada entre os flavivirus (cerca de 35% de conservacao),

sendo assim um candidato ideal para evitar a reatividade cruzada. Além disso, o DIII ¢ uma



estrutura de ligacao a imunoglobulinas, sendo assim importante no reconhecimento anticorpos

neutralizares (AGRELLI, 2019; DAI, 2016; HEINZ, 2017; SILVA, 2019).

Figura 2 - Representacdo dos dominios da proteina E do ZIKV
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Fonte: Adaptado de Saiz et al, 2017.
Legenda: Estrutura em cristalografia de raios X da proteina E do ZIKV (ID PDB: SJHM), com o dominio I (DI)
em vermelho, dominio II (DII) em amarelo, dominio III (DIII) em azul e o loop de fusdo em verde.

O ZIKV imaturo possui 60 nm e possui projecdes formadas trimetros de heterodimeros da
prM-E, o que torna a superficie pontiaguda. Enquanto, a forma madura possui 50 nm e uma
superficie lisa, a qual é proporcionada pela orientagdo paralela dos homodimeros da proteina E

com a membrana viral (Figura 3) (HEINZ, 2017; SIROHI, 2017).

Figura 3 - Esquema da forma imatura e madura do ZIKV

Imaturo Maduro

Membrana Capsideo (C)

Lipidica

Fonte: Adaptado de Heinz et al, 2017.
Legenda: C, capsideo; M, Membrana; prM, precursor da membrana; E, envelope; sE, proteina E solavel.

O principal método de entrada do ZIKV nas células envolve o mecanismo de endocitose

mediado por clatrina, uma vez que essa proteina ¢ responsavel pela captura de moléculas do



meio extracelular para o intracelular. Com isso, quando acontece a liga¢do da proteina E com o
receptor da célula hospedeira, ocorre a endocitose do virus, formando uma vesicula coberta por
clatrina. Ap6s a formagao da vesicula, as clatrinas sdo liberadas e, dessa forma, ocorre a redugao
do pH no endossomo, o qual promove a dissociacdo do dimero da proteina E. Com essa
dissociacdo, a ligacdo da regido FL do DII na membrana vesicular ¢ possibilitada. Em seguida,
trés copias da proteina interagem entre si e originam um trimero em forma de grampo, com as

regides FL e TM justapostas (Figura 4) (SILVA, 2019; HEINZ, 2017; RODRIGUES, 2021).

Figura 4 - Esquema da ligagao entre a proteina E e a membrana do hospedeiro

o %

Fonte: Heinz et al, 2017.

Legenda: As cores das estruturas estdo descritas na legenda da figura 3. O pH acido do endossomo promove a
dissociagdo do dimero da proteina E, o que permite a ligagdo da porgdo fusion loop (FL) no endossomo. Em
seguida, ha a formag¢@o de um trimero em forma de grampo da proteina E com a regido FL e TM (transmembrana)
justapostas. Por fim ocorre a fusdo das camadas lipidicas.

Essas mudangas conformacionais da proteina E fornecem energia que possibilita a fusdo
das membranas lipidicas e, consequentemente, a liberacdo do RNA viral no citoplasma da
célula hospedeira. Com pH neutro do reticulo endoplasmatico (RE), a particula viral ¢ montada
com um trimero de prM/E, originando o ZIKV imaturo. Em seguida, essa estrutura ¢
transportada para a rede trans do complexo de Golgi (TGN), onde o pH levemente acido permite
a clivagem do prM pela protease furina. Dessa maneira, em um pH neutro, os peptideos de pr
sao liberados e ocorre a formagao de homodimeros da proteina E, originando o virus maduro e,
promovendo, assim, a liberagdao deste no meio extracelular (AGRELLI, 2019; HEINZ, 2017;

SIROHI, 2017; SMIT, 2011).

Dessa maneira, a proteina E ¢ um dos principais alvos para anticorpos especificos ao Zika

virus, uma vez que bloqueiam a entrada do virus no hospedeiro (FRANCA, 2020; PACHECO,



2021). Com isso, a constru¢do de anticorpos monoclonais contra infecgdes virais ¢ uma
abordagem terapéutica relevante, de forma que se pode isolar regides biologicamente ativas do
anticorpo, a fim de obter vantagens nos efeitos terapéuticos (CARDOSO, 2008; FRANCA,
2022; ZHAO, 2016). Em vista disso, o desenvolvimento de fragmentos de anticorpos ¢
vantajoso devido ao seu menor tamanho, o que permite a penetracdo em alguns 6rgaos
inacessiveis a anticorpos inteiros (CASTRO, 2019; SOUZA, 2007). Um fragmento varidvel de
cadeia simples (scFv) consiste na unido das cadeias variaveis pesada (VH) e leve (VL) por meio
de uma sequéncia pequena de aminoacidos, denominada /inker. A composi¢ao € comprimento
do linker podem afetar a estabilidade, o dobramento, a associa¢do entre os dominios ¢ a
integridade do dominio antigeno-anticorpo (MOHAMMADI, 2016; TANG, 1996). Cada
dominio variavel dos anticorpos possui trés regides de hipervariabilidade, denominada de
regido determinante de complementariedade (CDR), os quais formam os sitios de ligagdo com

os antigenos (CASTRO, 2019; FRANCA, 2020, SEGER, 2010).

A modelagem molecular e a ancoragem molecular (docking) sdo metodologias
computacionais que t€ém permitido a obtencao de informagdes sobre complexos ligante-alvo de
forma similar as metodologias tradicionais, como cristalografia e difracdo de raio X e
ressonadncia nuclear magnética, porém de forma mais 4gil e simples. Dentro desse contexto,
métodos in silico sdo importantes para o descobrimento de novos inibidores contra o Zika virus,
assim como a ampliacdo da compreensdo sobre caracteristicas fisicas e bioquimicas da
interagdo proteina-ligante (KOZAKOV, 2017; RAMHARACK, 2018; SINIGAGLIA, 2018).
Além disso, essas analises in silico podem ser utilizadas para prever modificagcdes que podem
melhorar a afinidade entre o antigeno e o anticorpo, a fim de contribuir na sua construgao

(KURODA, 2012; YAMASHITA, 2018).



Portanto, neste trabalho monografico, foi realizado modificacdes em um fragmento de
anticorpo anti-ZIKV e com o intuito de verificar, por meio de analises in silico, se houve

mudangas na interacdo com a proteina E do ZIKV.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar por meio de andlises computacionais (in silico) a interagdo entre a proteina E

do ZIKV e scFv modificados.

2.2 Objetivos especificos

e Modelar os fragmentos de anticorpo original € modificado, por meio da modelagem ab
initio;

e Validar os modelos atdmicos modelados em diferentes servidores computacionais;

e Avaliar se as modificagdes no /inker entre segmentos de cadeia variavel pesada e leve
alteram a estrutura do fragmento de anticorpo, por meio do calculo do Root-Mean-
Square Deviation (RMSD);

e Realizar alteracdes nas regides determinantes da complementariedade 3 (CDR 3) do
scFv;

e Realizar a ancoragem molecular (docking) entre a proteina E do ZIKV e os fragmentos

de anticorpos;

e Analisar por ferramentas in silico as interagdes moleculares polares entre a proteina E

do ZIKV e os scFv.



3. METODOLOGIA

3.1 Modificacdes realizadas na sequéncia do scFv anti-ZIKV

As sequéncias de scFv utilizadas (IAL scFv 2 e scFv 4) foram disponibilizadas
gentilmente pelo prof. Dr. Carlos Roberto Prudéncio e pelo Me. Hernan Hermes Monteiro da
Costa, do Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo. O scFv 2 foi utilizado para as analises in silico, uma
vez que apresentou uma diferenca significativa entre a reatividade para proteina E do ZIKV e
DENYV nos experimentos realizado por (COSTA, 2022). No mesmo estudo, o scFv 4 obteve
uma maior atividade de ligacdo aos antigenos do ZIKV e DENV. Com isso, modificacdes foram
realizadas nesses fragmentos de anticorpos, a fim de gerar os modelos tridimensionais para as
analises computacionais.

Portanto, a primeira modificacdo ocorreu no CDR 3 da regido variavel leve, de forma
que houve a substituicdo da CDR 3 do scFv 2 pela CDR 3 do scFv 4, gerando um scFv
quimérico. Devido ao scFv 4 previamente descrito apresentar uma maior reatividade aos
antigenos de Zika Virus em ELISA, nesta monografia foi verificado o impacto dessa
modificag¢do no sitio de ligacdo do fragmento de anticorpo com a proteina E de ZIKV. Outra
modificag¢do descrita neste trabalho ocorreu na sequéncia de aminoacidos do /inker, na qual foi
substituida as glicinas das posi¢des 125 e 128 por duas prolinas nas respectivas posi¢des. Esta
modificagdo teve o intuito de verificar se modificagdes na regido espagadora dos scFv afetam a

estrutura dos anticorpos scFv ou mesmo a ligagao a proteina E.

3.2 Analise das regidoes determinantes da complementariedade dos scFv 2 e 4
As regides de determinacdo de complementariedade (CDRs) s@o sequéncias existentes nas
regides varidveis do anticorpo. As CDRs tem papel importante na ligacdo dos anticorpos aos
antigenos e podem ser desenhadas para desenvolvimento de imunobiologicos, com potencial
medicamentoso, visto que sdo regides complementares ao antigeno, de modo que as CDR3 de

cada segmento sdo as mais variaveis (ABBAS, 2015; RATHORE, 2019; YANG, 2009). Dessa



maneira, a analise das CDRs foi realizada combinando os servidores online ImMunoGeneTic
(IMGT), Paratome, Parapred. Com isso, no IMGT, a ferramenta Domain Gap Align foi
executada, de forma que esse software realiza a andlise da sequéncia de aminoécidos por
dominios. Ocorre a identificacdio dos dominios variavel (V), constante (C) e groove (G)
utilizado o diretério de referéncia de dominio IMGT, o que cria lacunas (gaps) de acordo com
a numeracao do IMGT e indica as diferengas em relagao ao referencial (EHRENMANN, 2011;
2012). O programa Paratome aplica o método “machine learning”, por meio do alinhamento
multiplo estrutural (MSTA) com diferentes anticorpos existentes nos bancos de dados. Dessa
forma, ocorre determinagao das regides de consenso, de modo que os residuos que interagem
com o antigeno sdo altamente semelhantes entre os anticorpos conhecidos, 0 que permite a
identificacdo das CDRs da sequéncia desejada (KESARWANI, 2021; KUNIK, 2012). A
plataforma Parapred baseia-se na predi¢ao probabilistica de paratopos da sequéncia, sendo que
o algoritmo utiliza o método de “deep-learning” para identificar as regides hipervariaveis de

acordo com a defini¢do de Chothia (KESARWANI, 2021; LIBERIS, 2018; SAINI, 2021).

3.3 Determinacio das regioes hipervariaveis do scFv 2 e 4
A ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) foi utilizada para encontrar
sequéncias de proteinas de Homo sapiens (taxid:9606) homologas as regides previamente
analisadas nos servidores IMGT, Paratome e Parapred. E por meio do Clustal X, foi realizado
o alinhamento entre essas regides com o intuito de realizar a comparagdo das CDRs e assim,
determinar os aminoacidos (intervalo de aminodcidos) que compdem cada CDR dos anticorpos

scFv.

3.4 Modelagem molecular tridimensional (3D) dos scFv original e modificados
Todos as sequéncias foram modeladas no software de predigdo automaética Robetta, por
meio do método de “deep-learning” RoseTTAFold. Essa ferramenta prevé com mais precisao

a estrutura tridimensional de uma proteina a partir da sua sequéncia de aminoacidos, devido a



uma rede neural que possui trés vias. A existéncia de multiplas conexdes entre os caminhos da
predi¢do, permite que a rede aprenda simultaneamente relacionamentos dentro e entre
sequéncias, distancias e coordenadas da estrutura proteica (BAEK, 2021, 2022; FERREIRA,

2022)

3.5 Calculo do desvio quadratico médio (RMSD) dos alinhamentos dos fragmentos

de anticorpos
O calculo do RMSD dos alinhamentos entre scFv 2 com /inker original ¢ modificado e
entre scFv quimérico com linker original e modificado foi realizado pelo software Chimera
UCSF. Sendo assim, foi executado o alinhamento estrutural por meio da ferramenta
“MatchMaker” e, com isso, a partir do recurso “RMSD:ca”, foi possivel gerar um arquivo
contendo os valores de RMSD de cada residuo. A andlise dos dados foi realizada através de

graficos gerados no software Microsoft Excel (PETTERSEN, 2004).

3.6 Avaliacao da qualidade dos modelos gerados

A ferramenta PROCHECK (LASKOWSKI, 1993) foi utilizada para avaliar a
estereoquimica da estrutura proteica gerada, sendo que essa analise ocorre pela geometria de
residuo por residuo e pela geometria geral da estrutura proteica (DHURIGALI, 2014). O grafico
de Ramachandran ¢ um dos resultados disponibilizado pelo software que define quais residuos
estdo em regides energicamente favoraveis e desfavoraveis (FILHO, 2003; PINTO, 2018). O
VERIFY 3D (BOWIE, 1991) ¢ uma plataforma que analisa a compatibilidade da estrutura
tridimensional da proteina com sua propria sequéncia primaria de aminoacidos, de forma que a
atribuicao da classe estrutural ¢ baseada no ambiente e na localizagao das moléculas, além de
ocorrer comparagdes com estruturas de boas qualidades (DHURIGALI, 2014; JUNIOR, 2013).
O MolProbity (CHEN, 2010) ¢ uma ferramenta que verifica o contato de todos os dtomos da
estrutura, detalhando os problemas estéricos das moléculas, fornecendo as ligacdes de

hidrogénio e as interacdes de van der Waals, a fim de obter uma melhor qualidade
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estereoquimica do modelo (DAVIS, 2004; 2007). Para tal efeito, o software Reduce realiza
adicao de hidrogénios na proteina e otimiza em posi¢cdes favordveis. Além disso, essa
ferramenta realiza inversdes de residuos de Asparagina (Asp), Glutamina (Gln) e Histidina
(His), visto que suas cadeias laterais sao facilmente desorientadas. E o programa ProSA-Web
(WIEDERSTEIN, 2007) avalia a qualidade geral e local da proteina modelada, por meio das
coordenadas atdmicas dos carbonos-a (Ca), de forma que resultados gerados sdo baseados em
um grafico de Z-score para a estrutura geral e em um grafico de energia para a estrutura local

(FREITAS, 2019).

3.7 Interacao molecular (docking) entre a proteina do envelope (E) do ZIKV

O docking molecular entre a proteina E do ZIKV e os scFv modelados foi realizado pelo
programa ClusPro (KOZAKOV, 2017), o qual se baseia em trés etapas. A primeira baseia-se
na ancoragem do ligante em um receptor rigido, a segunda no agrupamento das 1000 estruturas
de menor energia baseada no desvio quadratico médio (RMSD) e a ultima consiste no
refinamento das estruturas utilizando a minimizacao de energia. O software PIPER, foi utilizado
para o docking rigido, de forma que esse programa se fundamenta nas transformadas rapidas de
Fourier para calcular a energia da interagcdo, sem necessitar de informacdes adicionais sobre a
estrutura do complexo proteina-proteina (KOZAKOV, 2017; SANTOS, 2019). Nos pardmetros
do ClusPro, o modo selecionado foi o “Antibody Mode” e as regides nao-CDR das cadeias de
anticorpos foram mascaradas automaticamente. Além disso, foram inseridos os residuos
referentes as regides hipervariaveis como posi¢des de atragdo, como demonstrado na Tabela 1.
Com isso, os complexos que obtiverem os menores valores (score) de ancoragem serao

selecionados (BANDEHPOUR, 2017; RAFIGHDOUST, 2020).

Tabela 1 - Posi¢ao de atracdo para o docking molecular entre os fragmentos de anticorpos e a proteina E do
ZIKV

Fragmento de anticorpo Posicao de atraciao
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A-24 S-25 G-26 Y-27 T-28 F-29 T-30 S-31 Y-32 D-
33 1-34 F-45 E-46 W-47 M-48 G-49 W-50 M-51 N-52
P-53 N-54 S-55 G-56 N-57 T-58 G-59 Y-60 A-61 C-
96 A-97 R-98 D-99 G-100 V-101 A-102 V-103 A-104
scFv 2 G-105 L-106 D-107 Y-108 W-109 G-110 Q-146 D-
147 1-148 D-149 D-150 D-151 A-163 1-164 F-165 I-
166 1-167 Q-168 E-169 A-170 T-171 T-172 L-173 V-
174 P-175 F-206 C-207 L-208 Q-209 H-210 D-211 N-

212 F-213 P-214 L-215 T-216 F-217 G-218

A-24 S-25 G-26 Y-27 T-28 F-29 T-30 S-31 Y-32 D-
33 1-34 F-45 E-46 W-47 M-48 G-49 W-50 M-51 N-52
P-53 N-54 S-55 G-56 N-57 T-58 G-59 Y-60 A-61 C-
96 A-97 R-98 D-99 G-100 V-101 A-102 V-103 A-104
G-105 L-106 D-107 Y-108 W-109 G-110 Q-146 D-
scFv quimérico 147 1-148 D-149 D-150 D-151 A-163 1-164 F-165 I-
166 1-167 Q-168 E-169 A-170 T-171 T-172 L-173 V-
174 P-175 Y-223 C-224 Q-225 Q-226 H-227 D-228

N-229 L-230 P-231 1-232 T-233 F-234 G-235

Legenda: As letras correspondem aos aminoacidos. O numero representa a posi¢do do aminoacido. A, Alanina;
C, Cisteina.; D, Aspartato; E, Glutamato; F, Fenilalanina; G, Glicina; H, Histidina; I, Isoleucina; K, Lisina; L,
Leucina; M, Metionina; N, Asparagina; P, Prolina; Q, Glutamina; R, Arginina; S, Serina, T, Treonina; V, Valina;
W, Triptofano; Y, Tirosina, Z, Glutamato.

3.8 Analise 2D das interacdes intermoleculares entre a proteina E do ZIKV com o

scFv
As interagdes intramoleculares do complexo receptor-ligante foram analisadas na
ferramenta LigPlot, pelo comando DIMPLOT (WALLACE, 1995). Esse software realiza a
reposicao dos residuos do complexo tridimensional (3D) para posi¢des equivalentes em uma
estrutura bidimensional (2D) a partir de um arquivo no formato PDB. Sendo assim, foi possivel

analisar e verificar as distAncias em Angstroms (A) das ligacdes de hidrogénio e as interacdes
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hidrofébicas existentes entre os aminodcidos da proteina E do ZIKV e dos fragmentos de

anticorpos modelados (LASKOWSKI, 2011).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Determinaciao das regioes hipervariaveis das sequéncias de scFv 2 e 4
Modificacdes nas CDRs podem ser realizadas, a fim de aumentar a afinidade de ligagdo
antigeno-anticorpos (ABBAS, 2015; RATHORE, 2019; YANG, 2009). Em vista disso, a
sequéncia do scFv 2 foi submetida nos servidores IMGT, Paratome e Parapred, a fim de
identificar as CDRs das regides variaveis. Em seguida, realizou a busca de cinco sequéncias de
aminoacidos homologas aos scFv, por meio do programa BLAST. Conforme demonstrado na
Figura 5, executou o alinhamento entre as CDRs do anticorpo scFv2 identificadas nas
ferramentas IMGT, Paratome e Parapred com as cinco sequéncias homologas previamente

identificadas utilizando o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Figura 5 — Alinhamento entre os CDRs das regides variaveis pesada e leve do scFv 2

CDR1 CDR2 CDR3
—— — ——
scFv2-VH IMGT CERASGYTFTSYD INWVRQATGQGFEWMGWMNPN SGNTGYAQRFQGRVTMI RNT STSTAHMELSRLRSDDTAVYYCARDGVAVAGIDYWGQGTLVIVSS

scFv2-VH Paratome CKASGYTFTSYDINWVROATGOGFEWMGWMNPNSGNTGYAQRFOGRVTMIRNTSISTAHMELSRLRSDDTAVYYCARDGVAVAGLDYWGQGTLVIVSS
ScFv2-VH Parapred CRASGYTFTSYDINWVRQATGQGFEWMGWMNPNSGNTGYAQRFQGRVTMTRNTSTSTAHMELSRLRSDDTAVYYCARDGVAVAGIDYWGQGTLVIVSS

BAC02136.1 CRASGYTFTSYDINWVROAT GQGLEWMGWMNPN SCGNTGYAQRFQGRVIMIRNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARVG-LVIDFDYWGQGTLVIVSS

QsST97860.1 CRASGYTFTSYDINWVRQAT GQGLEWMGWMNPN SGNTGYAQRFQGRVTMI RNTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGDGLGIYDYWGQGTLVIVSS

BAC02271.1 CRASGYTFTSYDINWVRQAT GQGLEWMGWMNPN SGNTGYAQRFQGRVTMI RNTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARD —— - YGEIDYWGQGTLVIVSS

QIV65590.1 CRASGYTFTSYDINWVROATGQGLEWMGWMNPN SCGNTGYAQRFQGRVIMIRNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGLNTVINSDYWGQGTLVIVSS

QEP16364.1 CRASGYTFTSYDIDWVRQAT GQGLEWMGWMNPN SGNTGYARKFOGRVT ITRNTSTISTAYMELRSLRSEDTAVYYCARGGIGEAPIDYWGQGTLVIVSS
Akkokhhkhhhh Ak A AR AR R AR AR R AR A RA A AR AR KA Ak ARk A A RA AR R A A AR hhk A Ak A AAh Ak Bk ok Aok ko Ak

B CDR1 CDR2 CDR3
ScFv-VL IMGT VNISCRASQD IDDDMNWYQOKPGRAATIFITIQEATTLVPGIPPRFSGSGYGIDFTLTINNIESEDAAYYFCLOHDNF PLT-FGGETEVEIR

ScFv-VL Paratome VNISCEA: IMNWYQQKPGRAATFITQEATTLVPGIPPRFSGSGYGTDFTLTINNIESEDAAYYFCTLOHDNFPLT-FGGGTEVEIR

scFv-VL Parapred VNISCKASQDIDDDMNWYQQOKPGEARIFIIQEATTLVPGIPPRFSGSGYGIDFTLTINNIESEDRAAYYFCLOHDNFPLT-FGGETEVEIR

BAC01715.1 VNISCRASQDIDDIMNWYQQKPGEAATFITQEATTLVPGISPRFSGSGYGTDFTLTINNIESEDAAYYFCLOQHDNFPLT-FGGCGTRVEIR
BAG62953.1 VNISCRASQDIDDDMNWYQOKPGEAAIFIIQEATTLVPGIPPRFSGSGYGIDFTLTINNIESEDAAYYFCLOHDNFPLTTFGQGTRVEIR
QEP27068.1 D

QEP13742.1

BAC01716.1 VNISCEASQD DMNWYQQOKPGEAAT EATTLVPGISPRFSGSGYGIDFTLTINNIESEDAAYYFCLQHDNFPYT-FGOGTELEIR

Ek ko ke kk ok Rk A ko s Kk kR Ak kAR Ak s AR A AR AR A AR AAR R AR A AR A AR AR AR ARk Ak ok ko h Ak ok ks kkh ok kh ks AR

Legenda: (A) As trés primeiras sequéncias consistem nas andlises das CDRs da regido variavel leve do scFv 2
realizadas no ImMunoGeneTics (IMGT), no Paratome e no Parapred alinhadas com as 5 primeiras sequéncias de
maior homologia disponibilizadas no “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) (BAC02136.1; QSI97860.1;
BACO02271.1; QIV65590.1 e QEP16364.1); (B) As trés primeiras sequéncias consistem nas analises das CDRs da
regido variavel pesada do scFv 2 realizadas no ImMunoGeneTics (IMGT), no Paratome e no Parapred alinhadas
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com as 5 primeiras sequéncias de maior homologia disponibilizadas no “Basic Local Alignment Search Tool”
(BLAST) ((BACO01715.1; BAG62953.1; QEP27068.1; QEP13742.1 e BAC01716.1). A cor vermelha representa
as CDR 1, 2 e 3 da cadeia variavel leve e a cor azul representas as CDR 1, 2 e 3 da cadeia variavel pesada.

Comparando o intervalo de aminoacidos das CDRs disponibilizadas nos servidores IMGT,
Paratome e Parapred com as sequéncias homologas disponibilizadas no BLAST, foi
determinado os residuos de aminoéacidos de cada regido CDR (1,2 e 3), tanto para regido da
cadeia leve como cadeia pesada, indicadas na representacdo esquematica do constructo scFv2;

Figura 6.

Figura 6 - Esquema do scFv 2

\ |
Regiio Varidvel Pesada “VET" ! Linker Regiio Variivel Leve “VL" HA!

FCLQHDNFPLTFG

Legenda: (A) Esquema do scFv2 com destaque na regido variavel pesada (VH) em azul escuro, com as CDRs 1,
2 e 3 destacadas em tons de amarelo e suas sequéncias apresentadas abaixo, com o linker em cinza, com a regido
variavel leve (VL) em azul claro, com as CDRs 1, 2 e 3 destacadas em tons de vermelho e suas sequéncias
apresentadas abaixo e com a tag HA em verde.

Dessa forma, foi realizado a mesma metodologia com o scFv 4. Com isso, a Figura 7
demostra o alinhamento das CDRs do scFv4 identificadas no IMGT, Paratome e Parapred com

as cinco sequéncias homologas selecionadas no BLAST.
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Figura 7 - Alinhamento entre os CDRs das regides variaveis pesada e leve do scFv 4

A
CDRI CDR2 CDR3

scFv4-VH IMGT EVSCRASGYTFTSYD INWVRQAT GQGFEWMGWMNPNSGNTGY AQKFOQGRVTMTRNT S ISTAHMELSRLRSDDTAVYY CARDGVAVAGLDYWGQGTLVTVSS

scFv4-VH Paratome EVSCRASGYTFTSYDINWVRQATGQGFEWMGWMNPNSGNTGYAQKFQGRVTMTRNT S ISTAHMELSRLRSDDTAVYYCARDGVAVAGLDYWGQGTLVTVSS

scFv4-VH Parapred RVSCRASGYTFTSYDINWVRQATGQGFEWMGWMNEPNSGNTGYAQKFQGRVTMTRNTS ISTAHMELSRLRSDDTAVYY CARDGVAVAGLDYWGQGTLVTVSS

BAC02136.1 RVSCRASGYTFTSYDINWVROAT GOGLEWMGHMNPNSGNTGY AQRFOGRVTIMIRNT SISTAYMELSSLRSEDTAVYY CARVGL-VIDFDYWGOGTLVIVSS
QST97860.1 EVSCRASGYTFTSYDINWVRQAT GOGLEWMGWMNEPN SGNTGY AQKFOGRVTMTRNT S ISTAYMELSSLRSEDTAVYY CAREGDGLGIYDYWGOGTLVTVSS
BAC02271.1 EVSCEASGYTFTSYDINWVROAT GOGLEWMGWMNPNSGNTGY AQKFOGRVIMIERNT S ISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARD-—--YGEIDYWGOGTLVIVSS
QIV65590.1 RVSCRASGYTFTSYDINWVRQAT GOGLEWMGHMNPN SGNTGY AQRFOGRVIMIENT S ISTAYMELSSLRSEDTAVYY CARGINTVINSDYWGOQGTLVIVSS
QEP16364.1 KVSCRASGYTFTSYDIDWVRQATGQGLEWMGWMNPNSGNTGY ARKFQGRVT ITRNTSTSTAYMELRSLRSEDTAVYY CARGGTIGEAPLD YWGQGTLVTVSS
Ak kg R R R Ry R Rk R R R kR Rk g R R kR R R AR R g Rk Ak ek e ek e ek ok
B CDR1 CDR2 CDR3
sScFv4-VL IMGT VTIITCQASQDII SHY LNWYQOKPGKAPKLLI YIJASNLE'fGVPSRFSGSGSGTDFTFI‘ISSLQPEDIATYYCQQHIINLE‘ ITFGOGTRLELIR

scFv4-VL Paratome VIITCCASQDISHYLNWYCOKPGEAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATYYCOOHDNLP ITFGOGTRLEIK

scFv4-VL Parapred VTITCQASQDISHY LNWYQQOKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCOOHDNLPITFGQGTRLEIR

USE06759.1 VTITCQASQDISNY LNWYQOKPGEAPKILIYDASNLETGVPSREFSGSGSGTDFTFTISSLOQPEDIATY YCQOHDNLPITFGQGTRLEIR
QEP13786.1 VTITCQASQODT SNYLNWYQOKPGRAPKILIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATY YCQOYDNLP ITFGOQGTRLEIR
QRN77462.1 VT ITCQASQDISNY LNWYQQOKPGEAPKRILIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATY YCQQYDNLPLTFGQGTRLEIR
QRNT77547.1 VTITCQASQDISNY LNWYQOKPGEAPKILIYDASNLETGVPSREFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATY YCQOQFDNLPITFGQGTRLEIR
QEP24121.1 VTITCQASQODINNY LNWYQOKPGRAPKILIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATY YCQOYDNLP ITFGOQGTRLEIR

Rk R KRR R 3R R R R R R R KR AR R KR KRR R R R R KRR R R AR AR R KRR 1 R R R Rk AR

Legenda: (A) As trés primeiras sequéncias consistem nas analises das CDRs da regido variavel leve do scFv 4
realizadas no ImMunoGeneTics (IMGT), no Paratome e no Parapred alinhadas com as 5 primeiras sequéncias de
maior homologia disponibilizadas no “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) (BAC02136.1; QSI97860.1;
BAC02271.1; QIV65590.1 ¢ QEP16364.1); (B) As trés primeiras sequéncias consistem nas analises das CDRs da
regido variavel pesada do scFv 4 realizadas no ImMunoGeneTics (IMGT), no Paratome e no Parapred alinhadas
com as 5 primeiras sequéncias de maior homologia disponibilizadas no “Basic Local Alignment Search Tool”
(BLAST) (USE06759.1; QEP13786.1; QRN77462.1; QRN77547.1 e QEP24121.1). A cor vermelha representa as
CDR 1, 2 e 3 da cadeia varidvel leve ¢ a cor azul representas as CDR 1, 2 e 3 da cadeia variavel pesada.

A partir dessa andlise foi selecionada a CDR3 da regido variavel leve do scFv 4, com o
intuito de substitui-la no scFv 2. Em vista disso, foi gerado um scFv quimérico como

demostrado esquematicamente na Figura 8.

Figura 8 - Esquema do scFv quimérico

Regiio Varidvel Leve “VL" A
1

Regifio Varidvel Pesada “VH™ | Linker

WMGWMNPNSGNTGY

CARDGVAVAGLDYWG YCQOHEDNLPITE!

Legenda: (A) Esquema do scFv2 quimérico. A regido variavel pesada (VH) esta indicada em azul escuro, com as
respectivas CDRs 1, 2 e 3 destacadas em tons de amarelo. A sequéncia linker ¢ indicada em cinza. Regido variavel
leve (VL) representada em azul claro, com as CDRs 1 e 2 destacadas em tons de vermelho. A CDR 3 derivada do
anticorpo scFv4 é demonstrada na cor lilds. As sequéncias de aminoacidos estdo apresentadas abaixo das
respectivas CDRs. A sequéncia C-terminal em verde indica o Tag de HA no constructo do scFv.

4.2 Modificac¢oes no linker do scFv
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Modificacdes no linker de anticorpos scFv podem ser necessarias com o intuito de obter
um ligante mais afim a molécula alvo (antigeno). A conformacao do /inker mais utilizada é rica
em aminoacidos de glicina, (GlysSer),, uma vez que a cadeia lateral do aminoacido glicina ¢
composta por hidrogénio, o que promove uma flexibilidade e solubilidade ao fragmento de
anticorpo (MOHAMMADI , 2016; TANG, 1996). Outra alternativa usada ¢ uma conformagao
do linker rica em prolinas para obter uma estrutura mais rigida e alterar as distancias entre os
dominios de anticorpos, podendo contribuir para uma maior estabilidade da molécula. Essas
propriedades advém devido a presenta de uma estrutura ciclica da cadeia lateral da prolina
(SPAHR, 2017; CHEN, 2013). Em vista disso, foram realizadas modifica¢des no /inker original
do anticorpo scFv 2, conforme demostrado na Figura 9, a fim de obter um /inker mais flexivel

e possivelmente mais estavel.

O linker original entre as regides VH e VL do scFv possui a conformagao (GlysSer)s € o
linker modificado possui a substituicao das glicinas nas posigdes 125 e 128 por um prolina em

cada posi¢do. Essas modificacdes também foram realizadas no scFv quimérico.

Figura 9 - Esquema do linker original e modificado

Regiio Varidvel Pesada -VH Regido Varidvel Leve - VL
| 1

[ | [ |
O Gcooscccaseeecs (M
| |

Linker Original
Repifio Variavel Pesada -VH Regido Varidvel Leve - VL
| |
| | | |
) GGGGSPGGPSGGGGS [N
L - J
Linker Moedificado

Legenda: Esquema do /inker original e modificado do scFv. Sequéncia de aminoacidos do /inker original (acima)
e modificado (abaixo) entre a regido variavel pesada e a leve.
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4.3 Modelagem dos scFv 2 e quiméricos com linker original e modificado

A modelagem realizada nos scFv foi pelo método ab initio, utilizando o servidor Robetta.
Dessa forma, os modelos atémicos do scFv 2 com linker original e modificado estdo expostos
na Figura 10A e 10B, respectivamente. O linker modificado apresentou uma conformacao
levemente helicoidal na regido proxima as prolinas, induzindo a rigidez para a estrutura (CHEN,
2013; JADAUN, 2020). No entanto, a adi¢do das duas prolinas no /inker ndo promoveram uma

mudanga conformacional substancial em toda estrutura tridimensional do scFv 2.

Figura 10 - Modelos tridimensional dos scFv 2 com linker original e modificado

Legenda: (A) Modelo atdmico do scFv 2 (em laranja) com linker original (destacado em cinza). (B) Modelo
atdmico do scFv 2 com o /inker modificado (destacado em cinza) com prolinas identificadas em vermelho;

Com relagdo aos scFv quiméricos com linker original e modificado, na Figura 11A e

11B esta exposto seus modelos atdmicos respectivamente.
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Assim como o scFv 2, a adi¢ao das prolinas ndo induziram uma mudanca conformacional
substancial em toda estrutura tridimensional dos scFv quiméricos. Além disso, diferentemente
do scFv 2 com /inker modificado, o scFv quimérico com o /inker modificado ndo apresentou a
estrutura helicoidal. Entretanto, observa-se uma diferenga estrutural do /inker modificado
comparado com o original, de forma que existe a tendéncia de curvatura na regido proéxima as
prolinas.

Figura 11 - Modelos atdmicos dos scFv quiméricos com linker original e modificado

A

Legenda: (A) Modelo atomico do scFv quimérico (em azul claro) com linker original (destacado em cinza). (B)
Modelo atomico do scFv quimérico (em verde escuro) com o /inker modificado (destacado em cinza) com as
prolinas identificadas em vermelho;

4.4 Alinhamento estrutural dos scFv 2 e quiméricos e calculo do RMSD
No programa Chimera UCSF foi executado o alinhamento estrutural entre o scFv 2 com

linker original e modificado, conforme demonstrado na Figura 12A. Com isso, foi possivel

18



identificar os valores de RMSD de cada residuo dos modelos e, assim plotar o grafico RMSD

x posi¢do do aminodcido (Figura 12B).

Figura 12 - Alinhamento dos scFv 2 com linker original e modificado e grafico de RSMD
B

RMSD entre scFv original e modificado

RSMD (A)

100 150

Posi¢io do aminoacido

)
Legenda: (A) Alinhamento entre o scFv com linker original (em laranja) e modificado (em verde). (B) Grafico do
RSMD (Root Mean Square Deviation) em Angstrom (A) por residuos dos alinhamentos entre o scFv2 com linker
original e modificado.

O RMSD mede a distAncia média, em Angstrom (A), entre os atomos de estruturas
alinhadas. Sendo assim, quanto maior for a variagdo de uma estrutura em relagdo a outra, maior
serd o valor do RMSD. Portanto, esse valor pode ser utilizado para verificar a similaridade entre
estruturas (ALENCAR, 2021). Conforme a Figura 12B, a maioria dos valores de RMSD
ficaram abaixo de 1A, sendo que na regido previamente ao linker, dentre os residuos 101 a 105,
obteve um valor acima de 1,5A. As regides que obtiveram maiores varia¢des (acima de 2A)
foram na regido do /inker, do residuo 123 ao 133 e na regido terminal, entre os residuos 245 a
250. Portanto, de modo geral, a modificagdo realizada no /inker nao foi o suficiente para

modificar estruturalmente o scFv 2.

Para os scFv quiméricos foi realizado a mesma metodologia aplicada ao scFv 2. Dessa
forma, a Figura 13A representa o alinhamento estrutural entre o scFv quimérico com /inker
original e modificado e a Figura 13B demonstra o grafico RMSD em relacdo a posi¢do dos
aminoacidos dos scFv quiméricos. Dessa maneira, assim como o scFv 2, houve maiores

variacoes no RMSD em trés regides, sendo elas: na regido previamente ao /inker (do residuo
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101 ao 104), no linker (do residuo 120 ao 135) e na regido terminal (do residuo 249 ao 255).
Porém, essas variagdes ndo foram suficientes para modificarem a conformagdo estrutural do

scFv quimérico.

Figura 13 - Alinhamento dos scFv quiméricos com linker original e modificado e grafico de RMSD

A B

RMSD entre scFv quimérico com linker original e modificado

RSMD (A)

100 150

Posigio do aminodcido

Legenda: (A) Alinhamento entre o scFv quimérico com linker original (em azul claro) e modificado (em verde
escuro). (B) Grafico do RMSD (Root Mean Square Deviation) entre o scFv quimérico com linker original e
modificado.

4.5 Validacao dos modelos atomicos modelados
A validagdo dos modelos atdmicos gerados pelo Robetta foi validada em quatro servidores,

sendo estes: MolProbity, ProSA, Verify 3D e Procheck.
4.5.1 MolProbity

No MolProbity, a anélise dos contatos de todos os atomos ¢ calculada pelo programa
Probe, a qual realiza a substitui¢cdo da posicdo do 4&tomo por uma esfera, de forma que uma
sobreposicdo maior que 0,4 A entre atomos ndo doadores-receptores ¢ identificado como
“serious clash”. Com isso, os resultados do MolProbity consistem na combinacdo do
“clashscore” que quantifica os confrontos (serious clash) por 1000 atomos, das anélises dos
rotameros € Ramachandran em um unico score (MolProbity score) (CHEN, 2010; DAVIS,

2010; WILLIAMS, 2018).
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Dessa maneira, a Tabela 2 apresenta os residuos de Gln do scFv2 com linker original
que necessitaram de inversao estereoquimica. Em relagdo aos outros fragmentos de anticorpos

modelados, ndo houve necessidade de realizar inversoes.

Tabela 2 - Orientagdo dos aminoacidos antes e apés inversdo conformacional

Modelo Aminoacido Origem Apos inversiao
scFv2 com linker Gln (39) 0,19 1,1
original Gln (172) 0,19 1,1
Gln (224) -4,3 -1,6

Legenda: Valores da inversao conformacional dos aminoacidos em relagdo ao plano do eixo da cadeia principal
da proteina. Numero entre os parénteses representa a posicdo do aminoacido. Gln: Glutamina.

A Tabela 3 indica os resultados disponibilizados no MolProbity para os fragmentos de
anticorpos modelados. Com isso, todos os modelos obtiveram pontuagdes que indicam uma alta

qualidade (acima de 66%).

Tabela 3 — Pontuag@o dos modelos atomicos analisados no MolProbity

Modelo MolProbity Score
scFv 2 com /inker original 98%
scFv 2 com /inker modificado 99%
scFv quimérico com linker original 99%
scFv quimérico com linker modificado 99%

Legenda: Valores de pontuagdo maiores que 66% indicam uma alta qualidade, entre 33% e 66% indicam qualidade
mediana e menores que 33% indicam baixa qualidade do modelo.

4.5.2 ProSA
O ProSA ¢ uma ferramenta que verifica possiveis erros nas estruturas experimentais e

tedricas, por meio do principio de Boltzmann. Este principio utiliza potenciais de for¢a média
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extraidos de estruturas conhecidas dos bancos de dados e assim realiza a predi¢ao dos potenciais
da estrutura proteica desejada, conseguindo identificar mal dobramentos. Dessa maneira, o
servidor utiliza a pontuagdo z-score para indicar a qualidade geral do modelo e mede o desvio
da energia total da estrutura em relacdo a uma distribui¢cdo de energia derivada de conformagdes
aleatorias. Esse valor ¢ exibido em um grafico que contém os z-score de todas as cadeias de
proteinas determinadas experimentalmente por cristalografia de raio X e ressonancia magnética
nuclear (NMR) existentes nos bancos de dados (PRAJAPAT, 2014; SIPPL, 1993;

WIEDERSTEIN, 2007).

A Figura 14 apresenta em forma de grafico os Z-score obtidos dos modelos em relagao
ao numero de residuos. De modo geral, todos as estruturas modeladas possuem pontuacao de
alta qualidade, visto que os valores de Z-score estao dentro da faixa de pontuagdo normalmente

encontrada para proteinas nativas de tamanho semelhante.

22



Figura 14: Grafico do Z-score dos modelos atdbmicos
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Legenda: Grafico do Z-score esperado para modelos atdmicos de alta qualidade de cristalografia de raio X e
ressondncia magnética nuclear com base no numero de residuos do (A) scFv 2 com linker original, (B) scFv 2 com
linker modificado, (C) scFv quimérico com linker original e (D) scFv quimérico com /inker modificado. Regides
coloridas em azul escuro e azul claro indicam uma alta qualidade esperada para o modelo de cristalografia de raio
X e NMR respectivamente. O ponto preto aponta o resultado do modelo.

O grafico de energia livre avalia a qualidade local e ¢ suavizado calculando energia
média sobre cada fragmento de 40 e 10 residuos, uma vez que um grafico de energias de
residuos individuais geralmente contém grandes flutuagdes (PRAJAPAT, 2014; SIPPL, 1993;
WIEDERSTEIN, 2007). Com isso, a Figura 15 demonstra o grafico de energia livre em funcao
da posicao do aminoacido em fragmentos de 10 e 40 residuos dos modelos atdmicos. Os valores

positivos correspondem a partes problematicas da estrutura, portanto, como a maioria dos
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residuos obtiveram resultados negativos, os fragmentos de anticorpos modelados alcangaram

bons resultados.

Figura 15: Grafico de energia livre dos modelos atomicos

A B

Energia baseada no conhecimento
Energia baseada no conhecimento

-3 -3
. . 51 1
Posicdo dos residuos

Posicdo dos residuos

Al A LM i) ,ﬂMW

-2
! Posicdo dos residuos = ! Posicao dos residuos

Energia baseads no conhecimento
Energia baseada no conhecimento

=14

Legenda: Grafico de energia livre em relacdo a posi¢do de aminoacidos em fragmentos de 10 (em verde claro) e
40 (em verde escuro) residuos do (A) scFv 2 com linker original, (B) scFv 2 com linker modificado, (C) scFv
quimérico com /inker original e (D) scFv quimérico com linker modificado.

4.5.3 Verify 3D
O Verify 3D analisa a compatibilidade da estrutura tridimensional da proteina com sua
sequéncia de aminoacidos. Com isso, o programa verifica cada posicao dos residuos em seu

ambiente em uma fileira de 20 aminodcidos, de forma que a pontuagdo, chamada de 3D-1D, ¢
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a preferéncia de cada residuo dos 20 para esse ambiente. O ambiente ¢ definido por trés
parametros, sendo eles: a area do residuo inacessivel, a fracdo da area da cadeia lateral que ¢

coberta por atomos polares (como oxigénio e nitrogénio) e a estrutura secundaria local

(BOWIE, 1991; LUTHY, 1992).

Dessa maneira, a analise no Verify 3D do scFv 2 com linker original est4 representada
na Figura 16. Dessa forma, o modelo atdmico exibiu uma alta qualidade, visto que apresentou

100% dos residuos com pontuacdo 3D-1D > 0,2.

Figura 16 — Analise de compatibilidade 3D-1D do scFv 2 com linker original

Legenda: O segmento azul representa o resultado médio ¢ os pontos verdes representam o resultado bruto da
pontuagdo 3D-1D em funcdo dos residuos. Modelos com alta qualidade devem apresentar pelo menos 80% dos
residuos com pontuagédo 3D-1D > 0,2.

Na Figura 17 esta representado a andlise de compatibilidade 3D-1D do scFv 2 com

linker modificado. Dessa forma, o modelo atdmico exibiu uma alta qualidade, visto que

apresentou 99,6% dos residuos com pontuagao 3D-1D > 0,2.

25



Figura 17 - Analise de compatibilidade 3D-1D do scFv 2 com /inker modificado
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Legenda: O segmento azul representa o resultado médio ¢ os pontos verdes representam o resultado bruto da
pontuagdo 3D-1D em fungdo dos residuos. Modelos com alta qualidade devem apresentar pelo menos 80% dos
residuos com pontuagdo 3D-1D > 0,2.

Na Figura 18 estd representado a andlise de compatibilidade 3D-1D do scFv quimérico
com /inker original. Dessa forma, o modelo atdmico exibiu uma alta qualidade, visto que

apresentou 98,82% dos residuos com pontuagdo 3D-1D > 0,2.

Figura 18 - Analise de compatibilidade 3D-1D do scFv quimérico com /inker original
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Legenda: O segmento azul representa o resultado médio e os pontos verdes representam o resultado bruto da

pontuagdo 3D-1D em fungdo dos residuos. Modelos com alta qualidade devem apresentar pelo menos 80% dos
residuos com pontuagdo 3D-1D >0,2.
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Na Figura 19 esta representado a andlise de compatibilidade 3D-1D do scFv quimérico
com linker modificado. Dessa forma, o modelo atdmico exibiu uma alta qualidade, visto que

apresentou 98,82% dos residuos com pontuagdo 3D-1D > 0,2.

Figura 19 - Analise de compatibilidade 3D-1D do scFv quimérico com /inker modificado
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Legenda: O segmento azul representa o resultado médio e os pontos verdes representam o resultado bruto da
pontuagdo 3D-1D em funcdo dos residuos. Modelos com alta qualidade devem apresentar pelo menos 80% dos
residuos com pontuagdo 3D-1D > 0,2.

4.5.4 PROCHECK

A ferramenta PROCHECK analisa e avalia qualidade estereoquimica da estrutura
proteica disponibilizando graficos que fornecem detalhes sobre os angulos diedros,
comprimentos e angulos de ligacdo da cadeia principal. Os resultados fornecidos pelo
PROCHECK advém da comparacdo com estruturas de alta qualidade disponibilizadas nos

bancos de dados (DYM, 2006; LASKOWSKI, 1993).

O grafico de Ramachandran ¢ gerado no PROCHECK e tem o intuito de analisar e
identificar erros nos angulos diedros, phi (¢), psi (y). Esses angulos de tor¢ao estao localizados
respectivamente nas ligacdes N-Ca e Ca-C da cadeia principal dos aminoacidos, de forma que
suas orientacdes obedecem aos limites impostos pela estereoquimica. Sendo assim, o grafico

de Ramachandran possui regides favoraveis e nao favoraveis de acordo com as combinagdes
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possiveis dos angulos ¢ ¢ y (LASKOWSKI, 1993; MORRIS, 1992; RAMACHANDRAN,

1963; RAMAKRISHNAN, 1965).

A Tabela 4 representa a porcentagem de residuos nas regioes mais favoraveis dos scFv
modelados, de modo que os modelos foram comparados com 118 estruturas com pelo menos 2
A de resolugio e fator R de no maximo 20%. Embora, os modelos atdmicos ndo alcangaram no
minimo 90% dos residuos nas regides mais favoraveis, todos obtiveram valores proximo a 90%,

o que pode indicar uma qualidade satisfatoria para esses modelos.

Tabela 4 - Pontuacdo dos modelos atdmicos com base no grafico de Ramachandran disponibilizado no
PROCHECK

Modelo Score

scFv 2 com linker original 87,3%

scFv 2 com linker modificado 88,7%
scFv quimérico com linker original 86,9%
scFv quimérico com linker modificado 87,4%

Legenda: Modelos com alta qualidade devem apresentar pelo menos 90% dos residuos nas regides mais favoraveis
de acordo com as combinagdes possiveis dos angulos phi (o) e psi ().

Assim como os angulos da cadeia principal, ¢ e v, influenciam na conformacdo da
proteina, os angulos de tor¢ao da cadeia lateral dos aminoacidos, chi (), também possuem um
papel importante nessa conformacgao, devido as forgas de atracdo e repulsdo presentes nos
atomos. Esses angulos dependem da quantidade de atomos existente na cadeia lateral do
aminoacido, com isso 0o PROCHECK considera somente os angulos chi-1 (y1) e chi-2 (y2) para

gerar os graficos (BORGUESAN, 2016; COWELL, 2004).

As Figuras 20 a 23 demonstram os graficos dos angulos y1 e y2 das cadeias laterais dos
aminoacidos do scFv 2 com /inker original, scFv 2 com /inker modificado, scFv quimérico com
linker original e scFv quimérico com /inker modificado, respectivamente. Sendo assim, os

modelos foram comparados com 163 estruturas com resolucio de 2 A ou mais, o que permitiu
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identificar quais residuos estdo em uma conformac¢do desfavoravel (score < -3,00). Logo,

nenhum residuo da cadeia lateral dos modelos modelados apresentaram uma conformacao

desfavoravel energeticamente.

Figura 20 — Grafico dos angulos Chil-Chi2 da cadeia lateral do scFv 2 com linker original
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Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.

Legenda: Angulos Chil-Chi2 da cadeia lateral por tipos de residuos: Alanina (Ala), Arginina (Arg), Asparagina
(Asn), Acido Aspartico (Asp), Cisteina (Cys), Glutamina (Gln), Acido Glutamico (Glu), Glicina (Gly) e Histidina
(His) do modelo atdmico. A quantidade de residuos do mesmo tipo é mostrada em parénteses. Os residuos
destacados e identificados indicam uma pontuagdo menor que -3,00, indicando uma conformacdo desfavoravel

energeticamente.
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Figura 21 - Grafico dos angulos Chil-Chi2 da cadeia lateral do scFv 2 com /inker modificado
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Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.

Legenda: Angulos Chil-Chi2 da cadeia lateral por tipos de residuos: Alanina (Ala), Arginina (Arg), Asparagina
(Asn), Acido Aspartico (Asp), Cisteina (Cys), Glutamina (Gln), Acido Glutimico (Glu), Glicina (Gly) e Histidina
(His) do modelo atdmico. A quantidade de residuos do mesmo tipo ¢ mostrada em parénteses. Os residuos
destacados e identificados indicam uma pontuagdo menor que -3,00, indicando uma conformagao desfavoravel
energeticamente.
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Figura 22 - Grafico dos angulos Chil-Chi2 da cadeia lateral do scFv quimérico com linker original
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Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.

Legenda: Angulos Chil-Chi2 da cadeia lateral por tipos de residuos: Alanina (Ala), Arginina (Arg), Asparagina
(Asn), Acido Aspartico (Asp), Cisteina (Cys), Glutamina (Gln), Acido Glutimico (Glu), Glicina (Gly) e Histidina
(His) do modelo atdmico. A quantidade de residuos do mesmo tipo ¢ mostrada em parénteses. Os residuos
destacados e identificados indicam uma pontuagdo menor que -3,00, indicando uma conformagao desfavoravel
energeticamente.
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Figura 23 - Grafico dos angulos Chil-Chi2 da cadeia lateral do scFv quimérico com linker modificado
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Numbers of residues are shown in brackets. Those in unfavourable conformations (score < -3.00) are labelled.
Shading shows favourable conformations as obtained from an analysis of 163 structures at resolution 2.0A or better.

Legenda: Angulos Chil-Chi2 da cadeia lateral por tipos de residuos: Alanina (Ala), Arginina (Arg), Asparagina
(Asn), Acido Aspartico (Asp), Cisteina (Cys), Glutamina (Gln), Acido Glutimico (Glu), Glicina (Gly) e Histidina
(His) do modelo atdmico. A quantidade de residuos do mesmo tipo ¢ mostrada em parénteses. Os residuos
destacados e identificados indicam uma pontuagdo menor que -3,00, indicando uma conformagao desfavoravel
energeticamente.

Outros graficos disponibilizados pelo PROCHECK sdo em relagdo aos parametros da
cadeia principal, sendo eles: qualidade do grafico do Ramachandran, desvio dos angulos 6mega
(m), contatos ruins por 100 residuos, desvio do angulo zeta ({), desvio de energia de ligagdes
de hidrogénio (H) e fator-G, sendo este um indicador estrutural de proteinas que utiliza

parametros estereoquimicos. Portanto, esses valores indicam como a estrutura analisada se
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compara com outras estruturas refinadas em uma resolucao semelhante (LASKOWSKI, 1993;

YASUDA, 2022).

Em vista disso, a Tabela 5 apresenta os parametros da cadeia principal de todos os modelos
atdmicos modelados Em relagdo a porcentagem de residuos nas regides mais favoraveis, ao
desvio do angulo 6mega, aos contatos ruins por 100 residuos e ao desvio de energia de ligagdes
de H, todos os modelos ficaram dentro dos pardmetros de alta qualidade. Enquanto, ao desvio
do angulo zeta ({) e fator-G, os modelos obtiveram melhor valor dentre o esperado para modelos

de alta qualidade.

Tabela 5 - Parametros da cadeia principal dos modelos atdmicos analisados no PROCHECK

Porcentagem | Desvio Contatos Desvio Desvio de Fator-G
Modelo de residuos do ruins por do energia de geral
nas regioes angulo 100 angulo | ligacdes de
mais Omega residuos zeta hidrogénio
favoraveis
scFv 2 com Dentro Dentro Dentro Melhor Dentro Melhor
linker original
scFv 2 com Dentro Dentro Dentro Melhor Dentro Melhor
linker
modificado
scFv quimérico Dentro Dentro Dentro Melhor Dentro Melhor
com linker
original
scFv quimérico Dentro Dentro Dentro Melhor Dentro Melhor
com linker
modificado

Os angulos da cadeia lateral podem assumir trés tipos de conformagdes de baixa energia,
gauche negativo: -60°; gauche positivo: +60° e trans = 180° (HRUBY, 2000). Diante disso,
PROCHECK disponibiliza graficos dos pardmetros da cadeia lateral, sendo eles: desvio do y1
gauche negativo (g°), desvio do y; trans, desvio do 1 gauche positivo (g"), desvio dos angulos

x1 agrupados e desvio padrao dos angulos Chi-2 (2) trans.
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A Tabela 6 exibe os parametros da cadeia lateral de todos os fragmentos de anticorpos
modelados. No que se refere aos desvios dos angulos y1 g7, y1 trans, y1 g, y1 agrupados € 2
trans, todos os modelos apresentaram qualidades melhores que o esperado de estruturas com

alta qualidade.

Tabela 6 - Parametros da cadeia lateral dos modelos atomicos analisados no PROCHECK

Modelo Desvio Desvio Desvio Desvio dos Desvio do
do do Trans do Agrupados | Trans Chi-
Gauche Chi-1 Gauche Chi-1 2
negativo positivo
Chi-1 Chi-1
scFv 2 com linker Melhor Melhor Melhor Melhor Melhor
original
scFv 2 com linker Melhor Melhor Melhor Melhor Melhor
modificado
scFv quimérico com | Melhor Melhor Melhor Melhor Melhor
linker original
scFv quimérico com | Melhor Melhor Melhor Melhor Melhor
linker modificado

4.6 Docking molecular entre a proteina E do ZIKYV e os scFv modelados

Ap6s a validagdo dos modelos atomicos foi realizado a ancoragem molecular com a
proteina E do ZIKV, disponibilizada no Protein Data Bank (PDB) (ID: 5JHM). Com isso, o
Cluspro disponibiliza os dez melhores clusters, de forma que, para cada ancoragem, foram
selecionados os que obtiveram os melhores scores (BRENKE, 2012; NEMATI, 2021), como

representado na Tabela 7.
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Tabela 7 — Scores do docking molecular entre a proteina E e os modelos atdmicos

Complexos com a proteina E Amostra Score
Centro -515.2

scFv 2 com linker original Menor Encrgia 2658.6
Centro -510.1

scFv 2 com linker modificado Menor Energia 6431
scFv quimérico com linker Centro -508.6
original Menor Energia -539.3

scFv quimérico com linker Centro -485.8
modificado Menor Energia -599.3

Conforme a Figura 24, todos os fragmentos de anticorpos modelados realizaram a
interacao entre os dominios I e III da proteina E do ZIKV. Em vista disso, o DIII possui grande
importancia no desenvolvimento de medicamentos contra o ZIKV, uma vez que esse dominio
interage com os receptores celulares presentes na célula hospedeira. Dessa forma, o DIII ¢ dos
principais alvos de anticorpos neutralizantes contra o ZIKV, pois sua inibi¢do impede a
internalizacdo e, consequentemente, a proliferacdao do virus no hospedeiro. Além disso, esse
dominio consiste na regido menos conservada entre os flavivirus, sendo assim anticorpos que
reagem com essa regido possuem menos chances de promover uma reatividade cruzada,
diferentemente de anticorpos contra o DII que sdo menos neutralizantes, devido ao DII ser mais

conservado (GALLICHOTTE, 2019; SHARMA, 2020; YU, 2017).
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Figura 24 - Docking molecular entre os fragmentos de anticorpos e a proteina E de ZIKV

Legenda: Ancoragem molecular entre a proteina E do ZIKV (DI em vermelho, DII em amarelo e DIII em azul)
com (A) scFv 2 com linker original (em laranja); (B) scFv 2 com linker modificado (em verde); (C) scFv quimérico
com linker original (em azul claro); e (D) scFv quimérico com linker original (em verde escuro).

4.7 Analise 2D das interacdes intermoleculares entre a proteina E do ZIKV e os

scFv modelados
A partir dos arquivos selecionados no ClusPro foi realizada a andlise 2D das interagdes
intermoleculares, por meio da ferramenta DIMPLOT disponivel no LigPlot. Esse programa
permite identificar quais residuos participam de ligagdes de hidrogénio e interagdes
hidrofdbicas, de forma que as distancias (em A) das ligagdes de hidrogénio estdo expostas na
interface. Sendo assim, a partir do LigPlot ¢ possivel comparar as interagdes entre diferentes

ligantes para um mesmo alvo (WALLACE, 1995).

A Figura 25 demonstra as interacdes entre o scFv 2 com linker original (cadeia B) e a

proteina E do ZIKV (cadeia A) e a Figura 26 as interagdes entre o scFv 2 com /inker modificado
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(cadeia B) e a proteina E do ZIKV (cadeia A), de forma que estdo destacados os residuos de

interagdo que formam ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas.

Devido ao direcionamento no docking molecular para os CDRs dos fragmentos de
anticorpos, como descrito na Tabela 1, a maioria dos residuos de interagdo se limitaram a essas

regides hipervariaveis.

As Tabelas 8 e 9 apresentam os residuos dos scFv 2 com /inker original e modificado que
realizam ligagdes de hidrogénio com a proteina E do ZIKV. Com isso, comparando as
interagdes expostas nas Figuras 25 e 26 e os residuos nas Tabelas 8 e 9, verifica uma alteracao
no perfil das ligagdes de hidrogénio, de forma que o scFv 2 com /inker modificado apresentou

uma maior quantidade de ligagdes de hidrogénio.

Figura 25 - Interagdes intermoleculares entre o scFv 2 com /inker original e a proteina E do ZIKV
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Legenda: Na parte superior do pontilhado estdo descritos os residuos da cadeia A, a qual representa a proteina E
do ZIKV e na parte inferior s@o os residuos da cadeia B, a qual representa o scFv 2 com linker original. As linhas
tracejadas em verdes representam as ligagoes de hidrogénio, em azul claro as pontes salinas e em rosa e vermelho
as interagdes hidrofobicas da proteina E do ZIKV e do scFv 2 com linker original, respectivamente.
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Figura 26 - Interacdes intermoleculares entre o scFv 2 com /inker modificado e a proteina E do ZIKV
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Legenda: Na parte superior do pontilhado estdo descritos os residuos da cadeia A, a qual representa a proteina E
do ZIKV e na parte inferior sdo os residuos da cadeia B, a qual representa o scFv 2 com linker modificado. As
linhas tracejadas em verdes representam as ligagdes de hidrogénio, em azul claro as pontes salinas ¢ em rosa ¢
vermelho as intera¢Ges hidrofobicas.

Tyr108(B) .

Tabela 8 — Residuos da proteina E do ZIKV que realizam ligagoes de hidrogénio com residuos do scFv 2 com
linker original

Residuos da Proteina E do Dominio da proteina E Residuos do scFv 2 com linker

ZIKV original
Arg283 DI Aspl62
Lys166 DI Tyr201
Ilel DI Glul84
Argl64 DI Aspl66
Arg2 DI Aspl65
Lys316 DIII Aspl07
Try32
Lys373 DIII Aspl107
Tyr108

Thr369 DIII Asn54
Glu367 DIII Asn54

1le317 DIII Glul
Thr315 DIII Tyr108
Phe314 DIII Tyr27
Thr313 DIII Tyr27
Asp371 DIII Tyr32

Ser31

Glu370 DIII Thr28
Thr30

Legenda: Arginina (Arg), Asparagina (Asn), Aspartato (Asp), Cisteina (Cys), Fenilalanina (Phe), Glicina (Gly),
Glutamato (Glu), Isoleucina (Ile), Lisina (Lys), Serina (Ser), Tirosina (Tyr), Treonina (Thr). Os numeros
correspondem a posi¢do do aminoacido na proteina. Dominio I (DI). Dominio III (DIII).
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Tabela 9 — Residuos da proteina E do ZIKV que realizam ligagdes de hidrogénio com residuos do scFv 2 com
linker modificado

Residuos da Proteina E Dominio da proteina E Residuos do scFv 2 com linker
ZIKV modificado
Arg283 DI Serl60 *
Ilel DI Glul84
Cys3 DI Aspl65
Ile4 DI Aspl65
Val6 DI Aspl65
Gly5 DI Aspl65
Lys166 DI Asn227
Asp226 *
Arg2 DI Aspl64 *
Argl64 DI Asplod
Aspl66
His27 DI Aspl62
Asp278 DI Ser160
Glnl61*
Gly279 DI Ser134
GIn331 DII Tyr32
Asn371 DII Tyr32
Glu370 DIII Ser31
Thr28

Legenda: Arginina (Arg), Asparagina (Asn), Aspartato (Asp), Cisteina (Cys), Fenilalanina (Phe), Glicina (Gly),
Glutamato (Glu), Glutamina (Gln), Isoleucina (Ile), Lisina (Lys), Serina (Ser), Tirosina (Tyr), Treonina (Thr),
Valina (Val). Os niimeros correspondem a posi¢do do aminoacido na proteina. Os aminoacidos destacados com
asterisco (*) realizaram mais de uma ligagdo de hidrogénio. Dominio I (DI). Dominio II (DII). Dominio III (DIII).

A Figura 27 demonstra as interagdes entre o scFv quimérico com /inker original (cadeia
B) e a proteina E do ZIKV (cadeia A) e a Figura 28 as interagdes entre o scFv quimérico com
linker modificado (cadeia B) e a proteina E do ZIKV (cadeia A), de forma que estdo destacados

os residuos de interacdo que formam liga¢des de hidrogénio e interagdes hidrofobicas.

As Tabelas 10 e 11 apresentam os residuos dos scFv 2 com linker original e modificado
que realizam liga¢des de hidrogénio com a proteina E do ZIKV. Com isso, comparando as
interacdes expostas nas Figuras 27 e 28 e os residuos nas Tabelas 10 e 11, verifica uma alteragao
no perfil das ligagdes de hidrogénio, de forma que o scFv quimérico com linker original

apresentou uma maior quantidade de ligagdes de hidrogénio.
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Figura 27 - Interacdes intermoleculares entre o scFv quimérico com linker original e a proteina E do ZIKV
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Legenda: Na parte superior do pontilhado estdo descritos os residuos da cadeia A, a qual representa a proteina E
do ZIKV e na parte inferior sdo os residuos da cadeia B, a qual representa o scFv quimérico com linker original.
As linhas tracejadas em verdes representam as ligagdes de hidrogénio, em azul claro as pontes salinas e em rosa ¢
vermelho as intera¢des hidrofébicas.

Figura 28 - Interacdes intermoleculares entre o scFv quimérico com linker modificado e a proteina E do ZIKV
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Legenda: Na parte superior do pontilhado estdo descritos os residuos da cadeia A, a qual representa a proteina E
do ZIKYV e na parte inferior sdo os residuos da cadeia B, a qual representa o scFv quimérico com linker modificado.
As linhas tracejadas em verdes representam as ligagdes de hidrogénio, em azul claro as pontes salinas e em rosa e
vermelho as intera¢oes hidrofobicas.
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Tabela 10 — Residuos da proteina E do ZIKV que realizam liga¢des de hidrogénio com residuos do scFv
quimérico com linker original

Residuos da Proteina E Dominio da proteina E Residuos do scFv quimérico com
ZIKV linker original
Thr47 DI Aspl62

Lys166 DI Asplod *
Arg2 DI Aspl65 *
Glul84
Arglod DI Asp228 *
Glul84
Glu276 DI Lys158
GIn331 DIII Gly26
Thr315 DIII Tyr108
Lys373 DIII Tyr108
Aspl07
Thr369 DIII Asn54
Glu370 DIII Ser31*
Thr28
Asn371 DIII Thr28
Tyr32

Legenda: Arginina (Arg), Asparagina (Asn), Aspartato (Asp), Cisteina (Cys), Fenilalanina (Phe), Glicina (Gly),
Glutamato (Glu), Glutamina (Gln), Isoleucina (Ile), Lisina (Lys), Serina (Ser), Tirosina (Tyr), Treonina (Thr),
Valina (Val). Os nimeros correspondem a posi¢do do aminoacido na proteina. Os aminoacidos destacados com
asterisco (*) realizam mais de duas ligagdes de hidrogénios. Dominio I (DI). Dominio II (DII). Dominio III (DIII).

Tabela 11 — Residuos da proteina E do ZIKV que realizam liga¢des de hidrogénio com residuos do scFv
quimérico com linker modificado

Residuos da Proteina E Dominio da proteina E Residuos do scFv quimérico com
ZIKV linker modificado
His27 DI Tyr201

Lys166 DI Asp228
Aspl64
Asn371 DIII Thr28
GIn331 DIII Arg98
Tyr32
Glu367 DIII Tyr32
Glu370 DIII Thr28
Lys316 DIII GInl183
Lys373 DIII Tyr108
Tyr32
Thr315 DIII Tyr108

Legenda: Arginina (Arg), Asparagina (Asn), Aspartato (Asp), Glutamato (Glu), Glutamina (Gln), Histidina (His),
Lisina (Lys), Tirosina (Tyr), Treonina (Thr). Os niimeros correspondem a posi¢ao do aminoacido na proteina.
Dominio I (DI). Dominio III (DIII).

Como descrito no Topico 4.3 e comprovado pelas analises 2D das interagdes, a ligacao
dos fragmentos de anticorpos se limitaram principalmente nas regioes do DI e DIII da proteina
E. Com isso, a interacdo nesse sitio € vantajosa, visto que impede a inser¢ao do virus na
membrana do hospedeiro e, consequentemente, bloqueia a trimerizagdo da proteina E

(SHARMA, 2020).
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Analisando todas as interfaces de interacdes, esperava-se um acréscimo de ligacdes de
hidrogénio para o scFv quimérico com /inker modificado, visto que o scFv 2 com mesmo linker
apresentou um aumento nessas ligagdes. Portanto, ndo se pode afirmar que esse acréscimo
advém da adicdo das prolinas, sendo assim necessario uma maior apuracao de estudos para

compreender esse comportamento molecular.

A substituigao do CDR 3 VL do scFv 2 pelo CDR 3 VL do scFv 4 tem o intuito de verificar
se houve modificagdes na ligagdo do scFv quimérico com epitopos da proteina E. Embora, o
scFv 2 com linker original apresente mais ligacdes de hidrogénio quando comparado com o
scFv quimérico com linker original, ndo houve mudancas substanciais nos valores das
ancoragens. Dessa forma, outras interagdes, as quais ndo foram avaliadas nesta monografia,

podem estar auxiliando na interacdo entre o fragmento de anticorpo e a proteina E do ZIKV.
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5. CONCLUSAO

Ap0s a apresentacdo das andlises realizadas, pode-se concluir que:

A substituicdo de duas glicinas por duas prolinas do /inker dos scFv ndo foram
suficientes para promover mudangas conformacionais na estrutura do anticorpo exceto
pela regido do linker, de maneira que ndo houve grande alteragdes nos valores de
RMSD.

A modelagem realizada no RoseTTAFold apresentou qualidade satisfatoria em todos os
métodos de validagao realizados;

As ancoragens moleculares realizadas na proteina E do ZIKV se limitaram
principalmente nos dominios I e III;

Houve diferencas nas interagdes moleculares, de forma que o scFv 2 com linker
modificado apresentou mais ligagdes de hidrogénio, porém o mesmo ndo foi observado
no scFv quimérico com mesmo /inker. Entdo, sdo necessarias mais pesquisas para
compreender se tal comportamento advém do /inker modificado.

O scFv 2 com linker original apresentou mais ligacdes de hidrogénio quando comparado
com o scFv quimérico com /inker original, porém ndo houve mudangas substanciais nos

valores das ancoragens.
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ANEXO

Figura 29 - Grafico de Ramachandran do scFv 2 com linker original

PROCHECK

Ramachandran Plot
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 178 87.3%
Residues in additional allowed regions [a,b.],p] 23 11.3%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 3 1.5%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 204 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 34
Number of proline residues 11
Total number of residues 251

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

Legenda: As areas destacadas em vermelho representam as combinagdes dos angulos diedros ¢ (phi) e v (psi)
mais favoraveis, em amarelo as regides favoraveis, em amarelo claro as regides menos favoraveis e em branco as
regides desfavoraveis. Os pontos pretos indicam os residuos do modelo em regides favoraveis e os vermelhos em
regides desfavoraveis.
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Figura 30 - Grafico de Ramachandran do scFv 2 com /inker modificado

PROCHECK
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Ramachandran Plot

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected

to have over 90% in the most favoured regions.
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Residues in most favoured regions [A,B,L] 181 88.7%
Residues in additional allowed regions [a,b,1,p] 19 9.3%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 2 1.0%
Residues in disallowed regions 2 1.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 204 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 32
Number of proline residues 13
Total number of residues 251

Legenda: As areas destacadas em vermelho representam as combinagdes dos angulos diedros ¢ (phi) e v (psi)
mais favoraveis, em amarelo as regides favoraveis, em amarelo claro as regides menos favoraveis e em branco as
regides desfavoraveis. Os pontos pretos indicam os residuos do modelo em regides favoraveis e os vermelhos em

regides desfavoraveis.
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Figura 31 - Grafico de Ramachandran do scFv quimérico com /inker original

PROCHECK

Ramachandran Plot

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected

to have over 90% in the most favoured regions.
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Plot statistics
Residues in most favoured regions [A,B.L] 179 86.9%
Residues in additional allowed regions [a,b,],p] 23 11.2%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 3 1.5%
Residues in disallowed regions 1 0.5%
Number of non-glycine and non-proline residues 206 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 35
Number of proline residues 11
Total number of residues 254

Legenda: As areas destacadas em vermelho representam as combinagdes dos angulos diedros ¢ (phi) e v (psi)
mais favoraveis, em amarelo as regides favoraveis, em amarelo claro as regides menos favoraveis e em branco as
regides desfavoraveis. Os pontos pretos indicam os residuos do modelo em regides favoraveis e os vermelhos em

regides desfavoraveis.
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Figura 32 - Grafico de Ramachandran do scFv quimérico com /inker modificado
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 180

Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 23

Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1.~p] 3

Residues in disallowed regions 0

Number of non-glycine and non-proline residues 206

Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2

Number of glycine residues (shown as triangles) 33

Number of proline residues 13

Total number of residues 254

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected

to have over 90% in the most favoured regions.

Legenda: As areas destacadas em vermelho representam as combinagdes dos angulos diedros ¢ (phi) e y (psi)
mais favoraveis, em amarelo as regides favoraveis, em amarelo claro as regides menos favoraveis e em branco as
regides desfavoraveis. Os pontos pretos indicam os residuos do modelo em regides favoraveis e os vermelhos em

regides desfavoraveis.

58



Figura 33 - Pardmetros da cadeia principal do scFv 2 com /inker original
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Comparison values No. of
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Stereochemical parameter data pts value value width  from mean

a. %e-tage residues in A, B, L 204 873 88.2 10.0 -0.1  Inside

b. Omega angle st dev 247 4.0 6.0 3.0 0.7 Inside

¢. Bad contacts / 100 residues 0 0.0 1.0 10.0 0.1 Inside

d. Zeta angle st dev 217 1.5 3.1 1.6 -1.0  BETTER
e. H-bond energy st dev 136 0.6 0.7 0.2 03 Inside

I. Overall G-factor 251 0.2 02 03 1.2 BETTER

Legenda: (a) Grafico da qualidade do Ramachandran; (b) Grafico do desvio do angulo 6mega (®); (c¢) Grafico dos
contatos ruins por 100 residuos; (d) Grafico do desvio do angulo zeta ({); (e) Grafico do desvio de energia de
ligagdes de hidrogénio (H); (f) Grafico do fator-G geral. A faixa azul escura representa os resultados das estruturas
com alta qualidade. A linha central é um ajuste de minimos quadrados para a tendéncia média em funcdo da

resolucdo (A) e a largura da banda de cada lado corresponde a uma variagdo de um desvio padrdo em torno da
média. Os pontos pretos representam os resultados do modelo. Valores de Fator-G (f) acima da regido destacada
sdo considerados resultados melhores ¢ abaixo piores. Para as demais variaveis (a, b, c, d, ¢), valores acima da
regido destacada sdo considerados piores e abaixo melhores.
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Figura 34 - Parametros da cadeia principal do scFv 2 com /inker modificado
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Legenda: (a) Grafico da qualidade do Ramachandran; (b) Grafico do desvio do angulo 6mega (®); (c¢) Grafico dos
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ligagdes de hidrogénio (H); (f) Grafico do fator-G geral. A faixa azul escura representa os resultados das estruturas
com alta qualidade. A linha central é um ajuste de minimos quadrados para a tendéncia média em funcdo da
resolucdo (A) e a largura da banda de cada lado corresponde a uma variagdo de um desvio padrdo em torno da
média. Os pontos pretos representam os resultados do modelo. Valores de Fator-G (f) acima da regido destacada
sdo considerados resultados melhores ¢ abaixo piores. Para as demais variaveis (a, b, c, d, ¢), valores acima da
regido destacada sdo considerados piores e abaixo melhores.
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Figura 35 - Parametros da cadeia principal do scFv quimérico com /inker original
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Plot statistics
Comparison values No. of
No.of  Parameter Typical Band band widths

Stereochemical parameter data pts value value width  from mean

a. %-tage residues in A, B, L 206 869 882 10.0 -0.1 Inside

b. Omega angle st dev 251 4.0 6.0 3.0 -0.7 Inside

c. Bad contacts / 100 residues 0 0.0 1.0 10.0 -0.1  Inside

d. Zeta angle st dev 219 1.5 3.1 1.6 -1.00  BETTER
e. H-bond energy st dev 130 0.6 0.7 02 -0.5  Inside

f. Overall G-factor 254 Q0.1 -0.2 0.3 1.1 BETTER

Legenda: (a) Grafico da qualidade do Ramachandran; (b) Grafico do desvio do angulo 6mega (®); (c¢) Grafico dos
contatos ruins por 100 residuos; (d) Grafico do desvio do angulo zeta ({); (¢) Grafico do desvio de energia de
ligagdes de hidrogénio (H); (f) Grafico do fator-G geral. A faixa azul escura representa os resultados das estruturas
com alta qualidade. A linha central ¢ um ajuste de minimos quadrados para a tendéncia média em funcao da
resolugdo (A) e a largura da banda de cada lado corresponde a uma variagio de um desvio padrio em torno da
média. Os pontos pretos representam os resultados do modelo. Valores de Fator-G (f) acima da regido destacada
sdo considerados resultados melhores e abaixo piores. Para as demais variaveis (a, b, c, d, e), valores acima da
regido destacada sdo considerados piores e abaixo melhores.
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Figura 36 - Parametros da cadeia principal do scFv quimérico com /inker modificado
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Comparison values No. of

No.of Parameter Typical Band  band widths
Stereochemical parameter data pts value value width  from mean
a. %-tage residues in A, B, L 206 87.4 88.2 10.0 -0.1 Inside
b. Omega angle st dev 251 4.2 6.0 3.0 -0.6  Tnside
¢. Bad contacts / 100 residues 0 0.0 1.0 10.0 -0.1  Inside
d. Zeta angle st dev 221 1.5 3.1 1.6 -1.0  BETTER
e. H-bond energy st dev 133 0.6 0.7 0.2 -04  Inside
f. Overall G-factor 254 0.1 0.2 0.3 1.1 BETTER

Legenda: (a) Grafico da qualidade do Ramachandran; (b) Grafico do desvio do angulo 6mega (®); (c¢) Grafico dos
contatos ruins por 100 residuos; (d) Grafico do desvio do angulo zeta ({); (e) Grafico do desvio de energia de
ligagdes de hidrogénio (H); (f) Grafico do fator-G geral. A faixa azul escura representa os resultados das estruturas
com alta qualidade. A linha central é um ajuste de minimos quadrados para a tendéncia média em funcdo da
resolucdo (A) e a largura da banda de cada lado corresponde a uma variagdo de um desvio padrdo em torno da
média. Os pontos pretos representam os resultados do modelo. Valores de Fator-G (f) acima da regido destacada
sdo considerados resultados melhores ¢ abaixo piores. Para as demais variaveis (a, b, c, d, ¢), valores acima da

regido destacada sdo considerados piores e abaixo melhores.
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Figura 37 - Parametros da cadeia lateral do scFv 2 com /inker original
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Plot statistics

Comparison values No. of
No.of Parameter Typical Band  band widths

Stercochemical parameter data pts value value width  from mean

a. Chi-1 gauche minus st dev 20 3.5 13.6 6.5 1.5 BETTER
b. Chi-1 trans st dev 52 6.2 15.3 5.3 1.7 BETTER
c. Chi-1 gauche plus st dev 106 5.5 13.8 49 1.7 BETTER
d. Chi-1 pooled st dev 187 6.0 14.3 4.8 1.7 BETTER
¢. Chi-2 trans st dev 53 9.8 17.7 5.0 1.6 BETTER

Legenda: Os graficos mostram os desvios dos angulos (a) Chi-1 gauche negativo; (b) Chi-1 trans; (c) Chi-1 gauche
positivo; (d) Chi-1 agrupado; (e) Chi-2 trans. A linha central ¢ um ajuste de minimos quadrados para a tendéncia
média em funcio da resolugio (A) e a largura da banda de cada lado corresponde a uma variacio de um desvio
padrdo em torno da média. Os pontos pretos representam os resultados do modelo. Valores acima da regido sdo
considerados piores e abaixo melhores.
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Figura 38 - Parametros da cadeia lateral do scFv 2 com /inker modificado
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Legenda: Os graficos mostram os desvios dos angulos (a) Chi-1 gauche negativo; (b) Chi-1 trans; (c) Chi-1 gauche
positivo; (d) Chi-1 agrupado; (¢) Chi-2 trans. A linha central é um ajuste de minimos quadrados para a tendéncia
média em funcio da resolugio (A) e a largura da banda de cada lado corresponde a uma variacio de um desvio
padrao em torno da média. Os pontos pretos representam os resultados do modelo. Valores acima da regido sao

considerados piores e abaixo melhores.




Figura 39 - Parametros da cadeia lateral do scFv quimérico com /inker original
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Plot statistics

Comparison values No. of
No.of Parameter Typical Band  band widths

Stereochemical parameter data pts value value width  from mean

a. Chi-1 gauche minus st dev 31 4.6 13.6 6.5 -14 BETTER
b. Chi-1 trans st dev 57 6.1 15.3 53 -1.7 BETTER
c. Chi-1 gauche plus st dev 101 59 13.8 4.9 -1.6  BETTER
d. Chi-1 pooled st dev 189 6.2 14.3 4.8 -1.7  BETTER
e. Chi-2 trans st dev 54 8.6 17.7 50 -1.8  BETTER

Legenda: Os graficos mostram os desvios dos angulos (a) Chi-1 gauche negativo; (b) Chi-1 trans; (c) Chi-1 gauche
positivo; (d) Chi-1 agrupado; (e) Chi-2 trans. A linha central ¢ um ajuste de minimos quadrados para a tendéncia
média em funcio da resolugio (A) e a largura da banda de cada lado corresponde a uma variacio de um desvio
padrao em torno da média. Os pontos pretos representam os resultados do modelo. Valores acima da regido sao
considerados piores e abaixo melhores.
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Figura 40 - Parametros da cadeia lateral do scFv quimérico com /inker modificado
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Comparison values No. of
Typical Band  band widths
value width from mean

13.6 6.5 1.5 BETTER
153 53 -1.5 BETTER
13.8 49 -1.8  BETTER
143 4.8 -1.7  BETTER
17.7 5.0 1.8 BETTER

Legenda: Os graficos mostram os desvios dos angulos (a) Chi-1 gauche negativo; (b) Chi-1 trans; (c) Chi-1 gauche
positivo; (d) Chi-1 agrupado; (¢) Chi-2 trans. A linha central é um ajuste de minimos quadrados para a tendéncia
média em funcio da resolugio (A) e a largura da banda de cada lado corresponde a uma variagio de um desvio
padrao em torno da média. Os pontos pretos representam os resultados do modelo. Valores acima da regido sao

considerados piores e abaixo melhores.




