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RESUMO

A doenca COVID-19, apesar dos esforcos vacinais, ainda é responsavel por elevado nimero de
casos e mortes emtodo o mundo. O surgimento de novas variantes contendo inimeras mutagdes
associadas a maior transmissibilidade, infectividade e evasdo de anticorpos neutralizantes,
representa a grande dificuldade atual em limitar a propagacéo da doenga. O objetivo deste
estudo foi utilizar design computacional de proteinas para redesenhar as CDRs do anticorpo
CV30, a fim de aumentar a afinidade de ligacdo do anticorpo ao RBD das sublinhagens
Omicron de SARS-CoV-2. Os resultados demonstram que os anticorpos redenhados, CV30
BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1, apresentaram maior afinidade de ligacdo computacionalmente
calculada com os respectivos RBDs das sublinhagens Omicron, com ligagdo AG (Rosetta) de —
56,8 REU e — 52,5 REU, respectivamente. Os anticorpos redesenhados demonstraram maiores
modificagdes nas CDRH3 e CDRs leves, em comparagdo com o anticorpo parental CV30. Alem
disso, ambos 0s anticorpos apresentaram area de interface aumentada com os RBDs das
respectivas sublinhagens Omicron. Os anticorpos redesenhados sédo candidatos promissores
como anticorpos neutralizantes especificos para 0 RBD das sublinhagens BA.4/5 e BA.5
BQ.1.1.

Palavras-chave: anticorpos neutralizantes; redesign computacional; sublinhagens Omicron.



ABSTRACT

The COVID-19 disease, despite vaccine efforts, is still responsible for a high number of cases
and deaths worldwide. The emergence of new variants containing numerous mutations
associated with greater transmissibility, infectivity and evasion of neutralizing antibodies
represents the current great difficulty in limiting the spread of the disease. The aim of this study
was to use computational protein design to redesign the CDRs of the CV30 antibody in order
to increase the binding affinity of the antibody to the RBD of the Omicron sublineages of
SARS-CoV-2. The results demonstrate that the redrawn antibodies, CV30 BA.4/5 and CV30
BA.5 BQ.1.1, showed a computationally higher binding affinity with the respective RBDs of
the Omicron sublineages, with AG (Rosetta) binding of -56.8 REU and — 52.5 REU,
respectively. The redesigned antibodies demonstrated greater changes in CDRH3 and light
CDRs, compared to the antibody CV30. Furthermore, both antibodies showed increased
interface area with the RBDs of the respective Omicron sublineages. The redesigned antibodies
are promising candidates as neutralizing antibodies specific for the RBD of the BA.4/5 and
BA.5 BQ.1.1 sublineages.

Keywords: neutralizing antibodies; computational redesign; Omicron sublineages.
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1 INTRODUCAO

1.1 COVID-19

Em dezembro de 2019, surgiu relatos de casos de uma pneumonia acometendo a cidade
de Wuhan, China. No inicio de 2020, a Organizagdo Mundial da Saide (OMS), denominou a
doenca como Corona Virus Disease 2019 (COVID-19) e a declarou como pandemia global em
marco de 2020 (CHEN et al., 2020; ALEEM et al., 2022). Desde ent&o, essa doenca infecciosa
altamente contagiosa alcangou mais de 755.041.562 milhdes de casos confirmados, e 6.830.867
milhdes de mortes (WHO 2023a).

O patdgeno causador da doenca foi isolado a partir de amostras de lavado bronco-
alveolar de individuos infectados, e foi entdo denominado coronavirus da sindrome respiratoria
aguda grave 2 (SARS-CoV-2) (TAN, ZHAO e MA, 2020). O virus pertence a0 mesmo
subgénero da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS), o qual causou uma epidemia em
2003 na China, e da Sindrome Respiratdria do Oriente Médio (MERS), que acometeu a Asia
Ocidental em 2012 (STRABELLI e UIP, 2020).

COVID-19 é uma doenca viral que afeta, na maioria dos casos, 0 sistema respiratorio.
A sua transmissao ocorre principalmente por meio de particulas respiratorias, porém, tambem
foi relatado possivel transmissdo por aerossois e por meio de superficies contaminadas com o
virus (HARRISON, LIN e WANG, 2020). Casos de transmissdo vertical, ou seja, da mée para
o feto ou recém-nascido, também €é possivel, entretanto ocorre em uma minoria de casos
(KOTLYAR et al., 2021). Estudo de caso relataram presenca do virus vivo em fezes de
pacientes infectados por coronavirus, indicando possivel transmissdo fecal-oral (YEO,
KAUSHAL e YEO, 2020).

O periodo de incubagdo do virus SARS-CoV-2-Wuhan foi estimado em 5,1 dias (IC
95%, 4,5-5,8 dias), e a maioria dos individuos infectados desenvolvera os sintomas dentro de
11,5 dias (IC, 8,2-15,6 dias) apos a infeccdo (LAUER et al., 2020). Entre 17,9% e 33,3% dos
individuos infectados por SARS-CoV-2 de Wuhan sdo casos assintomaticos (MIZUMOTO et
al., 2020). As principais manifestac@es clinicas apresentadas por pacientes sintomaticos sao:
febre, tosse seca, mialgia, fadiga e coriza. Sintomas menos comuns incluem alteracfes
gustativas e olfativas, diarreia e vimito (WIERSINFA et al., 2020; HUANG et al., 2020).

A presenca de comorbidades também é um fator relevante, uma vez que estdo associadas
a casos graves da doenca e a mortalidade. Dentre elas destacam-se diabetes mellitus,

hipertensdo, doencas cardiovasculares, doenga renal cronica, cancer, doenca pulmonar crénica,
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obesidade grave (indice de massa corporal >40) e doenca hepatica (WHAN et al., 2020;
HUANG et al., 2020).

Dentre os fatores que justificam a associacdo dessas comorbidades com o agravamento
do quadro clinico de COVID-19, encontram-se: tendéncia a processo inflamatério e maior
expressao nas células do receptor responsavel pela entrada viral, o receptor de enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA-2) (FRAGA- SILVA et al., 2021).

1.2 SARS-CoV-2: Etiologia e estrutura viral

Os coronavirus (CoVs), sdo virus envelopados, compostos basicamente por proteinas e
acido ribonucléico (RNA) de cadeia simples e de sentido positivo (ELFIKY et al., 2020). A
denominagdo ‘“coronavirus” se refere ao termo em latim corona, que significa “coroa”, devido
ao aspecto de multiplas projecbes da membrana do virus, ao ser visualizado por meio de
microscopia eletrénica (MASTERS, 2006). A familia Coronaviridae é subdividida nos géneros
alfa, beta, gama e delta-coronavirus (LIU, J. et al., 2020), sendo 0 SARS-CoV-2 pertencente ao
género beta-coronavirus, e sétimo coronavirus humano (HCoV) a ser identificado na familia
(WU, F. et al., 2020).

O SARS-CoV-2 apresenta 16 proteinas ndo estruturais, 5-8 proteinas acessorias e 4
proteinas estruturais (JIANG, HILLYER e DU, 2020). As principais proteinas sdo: proteina S
(Spike), E (Envelope), M (Membrana), N (Nucleocapsideo) (CANDIDO, 2021). (Figura 1)

/75pike Glycoprotein (S)

q / /—Membrane Protein (M)
. Y o
/ .WEnvelope Protein (E)

”/Hemagglu!inin-Esterase (HE)

- Nucleoprotein (N)

\&Viml RNA

e /24RO e
\‘w \ 'Q 8 SARS CoV-2 Structure

Figura 1: Estrutura geral do virus SARS-CoV-2. Destaca-se 0s seus constituintes: glicoproteinas
Spike (S), proteinas da membrana (M), proteinas do envelope (E), hemaglutinin6a-esterase (HE), acido
ribonucléico (RNA) e proteina do nucleocapsideo (N). Fonte: YAMAMOTO, et al., 2020.
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A proteina M, a mais abundante, define a forma do envelope viral e participa na
replicacdo por meio de interagdes com as outras proteinas (NAL et al., 2005). A interacdo entre
a proteina M e a proteina N auxilia no processo de montagem viral, estabilizando o complexo
proteina N/RNA (FEHR, 2015). A proteina M ao se associar ao RNA viral sinaliza o seu
empacotamento durante o processo de replicacdo viral (NARAYANA, 2003).

A proteina E é a menor das proteinas estruturais e possui papel fundamental na
patogenicidade e na producdo e maturacdo viral (SIU et al., 2008). Esta proteina apresenta papel
multifuncional, participando de processos como: formagdo do ndcleocapsideo e do envelope
viral, auxilia na montagem e brotamento de novas particulas virais, trafego intracelular e
ativacdo do inflamassoma (SILVA e DE SA, 2021).

Proteinas presentes no SARS-CoV-2 e outros virus, como proteinas condutoras de ions
ou viroporinas, por exemplo a ORF3a e a proteina E, podem ativar o inflamassoma NLRP3 via
indugdo de canais ionicos (VORA, LIEBERMAN e WU, 2021; DUTTA et al., 2022). Os
inflamassomas sdo montados em resposta a padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMPs) ou padrdes moleculares associados a danos (DAMPs), e desencadeiam a liberacéo de
citocinas pré-inflamatorias, assim como, o processo de piroptose (BROZ e DIXIT, 2016;
SWANSON et al., 2019). Desse modo, a ativacdo do inflamassoma NLPR3, expresso em
células epiteliais alveolares e endoteliais pulmonares, pode contribuir na patogénese de algumas
infeccdes pulmonares (WU J. et al., 2013; SWANSON, DENG e TING, 2019; ITO et al., 2020).

A proteina N, além de encapsular o RNA viral, o protegendo e formando o
nucleocapsideo, auxilia na replicacdo viral na célula hospedeira (CUI, 2015). O RNA dos
coronavirus possuem tamanho de 27,6 a 31 Kb, sendo 0 maior genoma entre os virus de RNA
(DECARO e LORUSSO, 2020).

As Spike (S) séo glicoproteinas triméricas que formam espiculas projetadas do envelope
viral para 0 meio externo. Sendo as responsaveis por mediar a ligacdo do virus a membrana da
célula hospedeira. (YUAN et al. 2020a). A proteina S consiste em trés segmentos: um
ectodominio, uma ancora transmembrana de passagem Unica e uma cauda intracelular curta (LI,
2016). O ectodominio se divide em subunidade S1, que possui um dominio de ligacdo ao
receptor da célula hospedeira, 0 RBD, e subunidade S2, de formado espiralado (alfa-hélice) que
auxilia durante a fusdo do virus com a membrana celular (HAMED, 2020).

Ademais, 0s betacoranavirus apresentam uma proteina estrutural adicional, o dimero
hemaglutinina-esterase (HE), proteina intermediadora no processo de ligacdo viral (DECARO

e LORUSSO, 2020). A HE reconhece o acido sialico presente na membrana das células
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pulmonares. Esta proteina também foi identificada em outros virus, como: influenzavirus C,
virus da hepatite (MHV) e coronavirus bovino (BCV) (PEREIRA, DA CRUZ, LIMA, 2021).

1.3 Mecanismo de replicagéo viral

Em sintese, o processo de invasdo do coronavirus envolve primeiramente o
reconhecimento das glicoproteinas Spike (S) por receptores especificos da célula hospedeira,
posteriormente fusdo das membranas viral e celular, e liberagdo do material genético do virus
no interior da célula para posterior replicacdo e transcricdo das proteinas virais (YUAN et al.,
2020a). O processo de replicagdo viral do coronavirus SARS-CoV-2 pode ser visualizado na
Figura 2.

SARS-CoV-2

Figura 2: Processo de replicacéo viral do SARS-CoV-2. [1] A proteina Spike liga-se a ECA-2 com 0
auxilio da enzima TMPRSS2; [2] Liberacdo do RNA viral dentro da célula do hospedeiro; [3] Tradugao
do RNAwviral pela maquinaria da célula; [4] Algumas proteinas virais formam um complexo de
replicacdo para produzir mais RNAviral [5] Montagem e [6] liberacdo dos novos virus. Fonte: Ward,
P et al. (2023).

A primeira etapa para entrada do SARS-CoV-2 nas células-alvo envolve o
reconhecimento e interacdo do RBD da subunidade S1 com os receptores humanos da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA-2) (SONG et al., 2018; QI et al., 2020). Os receptores ECA-
2 sdo expressos em diversos tecidos, como bronquios, pulméo, traqueia, nasofaringe, intestino,
rins, coracgao, vasos sanguineos, cérebro, entre outros. (KHATRI, STAAL e VAN DONGEN,
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2021). A interacdo entre RBD e ECA-2 ocasiona mudancas conformacionais nas proteinas S,
expondo o sitio de clivagem da subunidade S2, responséavel pela fusdo das membranas viral e
celular (RABI et al., 2020; HOFFMANN et al., 2020).

A clivagem de S2 e penetracdo do virus na celula pode ocorrer através de dois
mecanismos, via endossomo e via serino-protease transmembrana Il (TMPRSS2). Quando a
célula expressar insuficientemente, ou ndo expressar, TMPRSS2, o complexo virus-ECA-2 é
internalizado via endocitose mediada por clatrinas, e posteriormente clivagem de S2 dentro dos
endossomos tardios (WANG et al., 2008; YUAN et al., 2017; OU et al., 2020).

A endocitose mediada por clatrina inicia-se com o recrutamento de complexos adaptinas
(AP-2) que interage com dominios citoplasmaticos ricos em residuos de tirosina e coordena a
montagem de uma rede de clatrinas, que por sua vez conduz a invaginacdo da membrana
citoplasmatica e formacdo de uma vesicula revestida por clatrinas (DE ALMEIDA et al., 2020)

Dentro do endolisossomo, a subunidade S2 pode ser clivada por proteases do endossomo
tardio e acarretar a fusdo das membranas viral e endossomal, liberando o RNA viral no
citoplasma, ou ocorre a degradacéo total das proteinas estruturais do SARS-CoV-2 através da
acidificacdo endossomal e acdo de catepsinas lisossomais, possibilitando também a liberacao
no citoplasma do material genético viral (YANG e SHEN, 2020).

O outro mecanismo envolve a intermediacdo da TMPRSS2, que realiza a clivagem de
S2 na superficie celular, possibilitando a fusdo das membranas viral e celular e formacéo de um
poro pelo qual o RNA viral € liberado no citoplasma (JIANG, HILLYER e DU, 2020). Este
mecanismo, promove uma replicacéo viral 100 vezes maior do que 0 mecanismo via endossomo
(MATSUYAMA et al., 2005). A menor dependéncia da via endossomal como meio de entrada
para 0 SARS-CoV-2 pode explicar o efeito limitado de inibidores da acidificacdo endossomal,
como a hidroxicloroguina, em restringir a infeccdo de células-alvo (JACKSON et al., 2022).

Apos entrada na célula e liberacdo do genoma viral no citoplasma, o processo de
traducdo nos ribossomos logo se inicia, uma vez que o RNA € simples e de sentido direto,
funcionando diretamente como um RNA mensageiro (MRNA). Primeiramente sdo codificadas
duas poliproteinas virais, ppla e pplab, que sdo clivadas por proteases em 16 proteinas nao
estruturais (nspl-nspl6) (DE ALMEIDA et al., 2020). As proteinas nao estruturais (nsp)
formam o complexo de replicacdo-transcricdo (RTC) que se organiza em vesiculas de
membrana dupla (DMVs) derivadas do reticulo endoplasmatico (GAO et al., 2020; LI et al.,
2020).

A posterior replicacdo do RNA viral é fundamental para o ciclo replicativo, formando

assim molde para a transcricdo de proteinas acessorias e estruturais, além de novos RNAs virais
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destinados a montagem de novos virions (SHEREEN et al., 2020). Segue-se entdo as etapas de
montagem e maturacdo dos virions, e posteriormente transporte e liberacdo dos virus maduros

para o meio extracelular por meio de vesiculas (CARVALHO, 2020).

1.4 Patogénese do SARS-CoV-2

A patogénese da infecgdo por SARS-CoV-2 pode ser explicada por duas fases, uma fase
inicial e uma fase tardia. A fase inicial caracteriza-se por uma intensa replicagéo viral o que
resulta em dano tecidual direto mediado pelo virus (AZHUR et al., 2020). A replicacéo viral do
SARS-CoV-2 nas células hospedeiras ocasiona apoptose ou piroptose das células infectadas e
consequentemente danos vasculares e/ou alveolares, e extravasamento de contetdos celulares,
proteinas virais e leucocitos para a matriz pulmonar (DE ALMEIDA et al., 2020).

Na fase tardia, ocorre a intensa estimulagdo do sistema imune inato por padrdes
moleculares associadas a patdgenos (PAMPSs) e células apresentadoras de antigenos virais
(APCs), que desencadeia uma resposta imunologica mediada por citocinas inflamatorias como
fator de necrose tumoral a (TNF a), fator estimulador de colonia de granuldcitos-macrofagos
(GM-CSF), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10, e interferon gama
(IFN-y) (TAY et al., 2020; AZHUR et al., 2020).

Espera-se que em casos nos quais a carga viral ndo é elevada e o individuo seja
imunocompetente, o combate ao virus seja rapido e o paciente apresentara apenas sintomas
leves (RAMANATHAN et al., 2020). Em outros casos, a elevada replicacéo viral, niveis altos
de citocinas inflamatorias e destruicdo de células endoteliais pulmonares como 0s pneumacitos
tipo | - responsaveis por trocas gasosas- € pneumaocitos tipo Il — produtores de surfactante,
podem superar 0s mecanismos de resolucdo do organismo, levando ao agravamento do quadro
clinico (HUY et al., 2020; WIERSINGA et al., 2020).

A “tempestade de citocinas”, fenbmeno no qual o organismo desenvolve uma resposta
exacerbada com elevados niveis de citocinas inflamatérias, esta associado ao agravamento da
doenca e faléncia de multiplos 6rgdos (VERAS et al., 2020; ALBUQUERQUE et al., 2021).
Este processo provoca intenso dano celular e tecidual, devido a inflamacdo pulmonar e
sistémica, que podem progredir para quadros de pneumonia viral, sepse, sindrome respiratoria
aguda grave (SRAG), além de possiveis complicacOes cardiovasculares, neurais, hepaticas e
renais (PROMPETCHARA, KETLOV e PALAGA, 2020; ALLEM et al., 2022).
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A SRAG é uma das principais causas de morte de pacientes infectados por SARS-CoV-
2 e ocorre devido a intensa inflamacéo e dano tecidual pulmonar que resulta em fibrose e mau
funcionamento do 6rgdo (ZUMLA et al., 2020). A inflamacdo pulmonar observada em alguns
casos também é resultado da ativacdo de receptores Toll-Like (TLR), como TLR2, TLR3 e
TLR4, que induz a liberagdo de pro-inflamatorias (CONTI et al., 2020).

Outros mecanismos estdo envolvidos na patogénese dos casos graves de COVID-19,
como: toxicidade viral direta, endotelite ocasionado por lesdo viral, trombose, lesdes
isquémicas causada por vasculite, desregulacdo do sistema angiotensina-aldosterona (SRAA)
devido a maior ativacdo dos receptores ECA-2, e aumento da permeabilidade vascular por meio
da ativacdo da via calicreina-bradicinina (TEUWEN et al., 2020; ACKERMANN et al., 2020;
VAN DE VEERDONK et al., 2020; COOPERSMITH et al., 2021).

1.5 Variantes e sublinhagens de SARS-CoV-2

Durante o processo de replicacdo, 0s virus passam por mecanismos de variacao genética,
como mutacgdes e recombinacéo ou rearranjos génicos, que podem proporcionar ao virus evasao
do sistema imunologico, maior eficiéncia na invasdo da célula hospedeira, modificar fatores de
viruléncia, entre outras caracteristicas. Dessa forma, com o passar do tempo, 0s virus
naturalmente adquirem mutac@es, ocasionando o surgimento de variantes (DOMINGO, 2010).

Os RNA virus tendem a sofrer mutagdes génicas com maior frequéncia do que os virus
constituidos de DNA, isto se deve a erros durante a replicacdo via RNA polimerase ou
transcriptase reversa (ROMANOS, SANTOS e WIGG, 2015). Apesar dos coronavirus
apresentarem um mecanismo de revisdo genética, a enzima exoribonuclease 3’ a 5°, é possivel
ocorrer mutacdes durante a replicacdo viral principalmente como forma de adaptacdo em
resposta a sele¢do natural (SMITH et al., 2013; HARVEY et al., 2021).

Apesar da taxa de mutacbes do SARS-CoV-2 ser baixa, devido ao seu mecanismo
enzimatico de revisdo genética, a rapida disseminacéo do virus, seu alcance global, e o elevado
namero de individuos infectados, tém levado ao surgimento de novas variantes que sdo
associadas ao aumento do nimero de novos casos e reinfeccdes (SHAHHOSSEINI et al., 2021).

A OMS, segundo fatores como fendtipo, transmissibilidade e viruléncia, classifica as
variantes de SARS-CoV-2 em variantes de preocupacao (VOC, do inglés, variant of concern)
e variantes de interesse em saude publica (VOI, do inglés variant of interest). Entre as VOC’s
encontram-se as variantes Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (B.1.1.28.1), Delta (B.1.617.2)
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e Omicron (B.1.1.529). E no grupo das VOIs, as variantes Eta (B.1.525), Epsilon
(B.1.427/B.1.429), Zeta (B.1.1.28.2), Teta (B.1.1.28.3), lota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1),
Lambda (C.37) e Mu (B.1.621) (WHO, 2023b).

A variante Alfa (B.1.1.7), surgiu na Inglaterra em setembro de 2020 e logo se espalhou
pelo Reino Unido, apresentando maior transmissibilidade do que as variantes anteriores
(RAMBAUT, et al., 2020). A B1.1.7 contém oito mutacdes e duas delecdes (delH69/V70 e
delY144) na proteina Spike, além da substituicio D614G, relatada em variantes anteriores
(WANG et al., 2021). Estudos indicaram que a Alpha se espalhou 50% mais rapido do que as
outras variantes até entdo identificadas (VOLZ et al., 2021). A variante também apresentou
sensibilidade seis vezes menor aos soros de individuos vacinados com Pfizer/BioNTech
(GRUPTA, 2021).

Em outubro de 2020, foi identificada a variante Beta (B.1.351), em Eastern Cape, Africa
do Sul (TEGALLY, 2021), e em dezembro de 2020 foram identificadas as variantes: Gama
(B.1.1.28.1 ou P.1) no Brasil, Kappa (B.1.617.1) e Delta (B.1.617.2), na india (MICHELON,
2021). Estas variantes apresentaram sensibilidade reduzida a anticorpos monoclonais (mAbs),
evasdo imunoldgica apos vacinacdo ou infeccdo natural e maior transmissibilidade (TAO et al.,
2021; MICHELON, 2021).

Em novembro de 2021, foi identificada em Botsuana, Africa do Sul, a variante
B.1.1.529, que rapidamente espalhou-se pelo mundo e foi classificada pela OMS como uma
VOC, sendo nomeada Omicron. Posteriormente, sublinhagens de Omicron foram identificadas:
BA.1, BA.2 e BA.3, responsaveis pela maioria dos casos na quarta onda epidémica; BA.4 e
BA.5, duas sublinhagens derivadas de BA.2 (TEGALLY, et al. 2022), e, BQ.1 e BQ.1.1,
derivadas de BA.5 (QU et al., 2022).

O periodo de incubacao da variante Omicron é de trés dias, logo o individuo desenvolve
sintomas mais rapido, em comparacdo com variantes anteriores (INSTITUTO BUTANTAN,
2023). Além disso, foram relatadas mudancas no perfil clinico da infeccdo por Omicron, sendo
0s sintomas mais semelhantes a resfriados, e menor frequéncia no relato de perda ou alteracao
do paladar ou olfato (GRAHAN et al., 2021; BUTOWT, BILINSKA ¢ VON BARTHELD,
2022). Apesar disso, casos de Omicron, foram associados a maior nimero de sintomas relatados
e maior necessidade de interrupc¢do das atividades cotidianas (WHITAKER et al., 2022).

A variante Omicron exibe um numero significativamente maior de mutagdes do que as
variantes anteriores (AKKIZ, 2022). Sendo 32 mutacdes localizadas na proteina Spike, local
que determina a antigenicidade e infectividade do virus, levantando assim, questionamentos em

relacédo a eficacia das vacinas em limitar a propagacdo dessa variante (ZHANG et al., 2022).
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Além das mutagdes exclusivas, as sublinhagens Omicron compartilham mutag6es com
outras VOCs (Alpha, Beta, Gama e Delta), como del69—70, K417N, T478K, N501Y e P681R,
que comprovadamente reduzem a sensibilidade do virus & anticorpos neutralizantes (LI et
al.,2021; GARCIA-BELTRAN et al, 2021), e aumentam a transmissibilidade viral
(CALLAWAY, 2021). Logo, a variante Omicron pode ter um impacto negativo na eficacia de
vacinas contra COVID-19 e consequentemente no aumento do nimero de novos casos €
reinfeccOes (ZHANG et al., 2022).

1.6 Anticorpos especificos a SARS-CoV-2

Anticorpos sdo moléculas compostas por trés segmentos, dois fragmentos de unido ao
antigeno (Fab) e um fragmento cristalizavel (Fc), unidos por uma regido flexivel. Estes
segmentos sdo compostos por quatro cadeias polipeptidicas, sendo pares idénticos de cadeia
pesada e leve, que se ligam entre si por pontes de dissulfeto e interacdes ndo covalentes
(KENNETH et al., 2014).

A regido do anticorpo que se liga ao antigeno, varia entre as moléculas de anticorpo, e
por tanto &€ denominada regido variavel (V). Nas regifes varidaveis encontra-se alcas
hipervariaveis, chamadas de regides determinantes de complementariedade (CDRs), que
determinam a especificidade dos anticorpos. A regido constante (C), ndo apresenta alta
variabilidade como a regido variavel, e determina o isotipo do anticorpo, classificando-o0s em
cinco classes: imunoglobulina M (IgM), imunoglobulina D (IgD), imunoglobulina G (1gG),
imunoglobulina A (IgA) e imunoglobulina E (IgE) (ABBAS et al., 2015).

Anticorpos neutralizantes (nAbs) sdo 0s anticorpos capazes de interferir na ligacdo do
patdgeno com o receptor celular, inibindo assim, a capacidade de infectar o hospedeiro. Logo,
possuem papel fundamental na imunidade protetora (PLOTKIN, 2008; PLOTKIN, 2010;
AMANNA, MESSAOUDI e SLIFKA, 2008). NAb’s foram descritos para diversos virus,
como: flavivirus (WU K.P. et al., 2003; GRIFFIN et al., 2019), virus da doenca de Newcastle
(DINAPOLL, et al., 2007), papilomavirus (SLUPETZKY et al., 2007), rotavirus (WARD,
2009), inclusive contra coranavirus humanos, por exemplo, 0 MERS (TANG et al., 2014) e
SARS-CoV (CAO et al., 2010).

Anticorpos podem ser gerados em resposta a varias proteinas do SARS-CoV-2, embora,
a proteina Spike e o nucleocapsideo sejam alvos mais eficazes da resposta humoral (ZHAO et
al., 2020; LONG et al., 2020; PREMKUMAR et al., 2020; CHIA et al., 2020). Durante o curso
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da infec¢do, os anticorpos direcionados a proteina Spike, especificamente ao RBD, sdo gerados
antes do que os anticorpos contra o nucleocapsideo (PREMKUMAR et al., 2020). Além disso,
anticorpos em resposta a0 RBD de SARS-CoV-2 podem fornecer maior especificidade em
testes de diagndstico, do que os anti-nucleocapsideo, que demonstrou reatividade cruzada com
SARS-Cov (CHIA et al., 2020; SUTHAR et al., 2020).

Anticorpos neutralizantes contra SARS-CoV-2, visam reconhecer regides dentro da
Spike, principalmente, o RBD, e inibir a infectividade viral, através, principalmente, do
bloqueio da interacdo entre virus e ECA-2 (CHI et al., 2020; BROUWER et al., 2020;
TORTORICI et al., 2020). Anticorpos neutralizantes direcionados a proteina Spike de SARS-
COV-2, foram isolados e apresentaram epitopos de ligacdo distintos (ROGERS et al., 2020;
ZOST etal., 2020; ROBBIANI et al., 2020; BROUWER et al., 2020; CAO et al., 2020; KREER
et al., 2020; SEYDOUX et al., 2020; LIU L. et al., 2020). Com base na regido de ligagdo em
relacdo ao RBD, estes anticorpos podem ser classificados em quatro classes (BARNES et al.,
2020a; GREANEY et al., 2021).

Os anticorpos de classe I sdo direcionados aos RBDs na conformagao “up” (BARNES
et al., 2020a), ou seja, quando o RBD se encontra em uma conformacdo na qual o sitio de
interacdo é exposto permitindo a ligagdo do RBD ao receptor da célula hospedeira (WALLS et
al., 2016; WRAPP et al., 2020). Anticorpos de classe | apresentam geralmente, cadeias pesadas
codificadas pelo segmento génico VH3-53 ou VH3-66 (BARNES et al., 2020a), com CDR H3
mais curtos do que o comprimento médio de anticorpos humanos (15 aa) (LEFRANC et al.,
2015; BRINEY et al., 2019). Dentre os anticorpos previstos como de classe | pode se citar: CB6
(SHI, et al., 2020), COV21 (BARNES et al., 2020b), B38 (WU Y. et al., 2020), CV30
(HURLBURT et al., 2020), C105 (BARNES et al., 2020a), CC12.1 e CC12.3 (YUAN et al.,
2020a).

Os anticorpos de classe II tém como alvo RBDs em conformacao “up” ou “down”, na
qual o sitio de ligacdo de RBD ao receptor celular ECA-2 esta bloqueado (WALLS et al., 2016;
WRAPP et al., 2020). Entre os anticorpos neutralizantes previstos como de classe 11 temos:
C102, C144,C119, C121 (BARNES et al., 2020a) e COVA2-39 (WU N.C. et al., 2020). Alguns
destes anticorpos apresentaram CDR H3 caracteristicamente longos (maior do que 15aa) e
modos diferentes de interacdo com RBD, em comparacdo com 0s anticorpos de classe |
(BARNES et al., 2020a; WU N.C et al., 2020).

Os Nabs de classe 111 se ligam ao RBD em sitios diferentes, ndo sobrepostos, ao sitio de
ligacdo da ECA-2. Além de reconhecerem o RBD tanto em conformagdo “up”, quanto em

conformagdo “down”. Estes anticorpos podem serem utilizados em combinacdes terapéuticas
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com os anticorpos de classe I ou classe I1, aumentando o repertério anti-Spike (BARNES et al.,
2020a). Pode-se citar como anticorpos de classe 111, 0 C135 (BARNES et al., 2020a) e S309
(PINTO et al., 2020). Os anticorpos, C110 e REGN610987, mostraram semelhangas com o0s
nAbs de classe 11 e de classe 111, ligando-se distalmente ao sitio de interacdo da ECA-2, porém
interferindo estericamente na ligacdo com este receptor (BARNES et al., 2020a; HANSEN et
al., 2020).

E por fim, os anticorpos neutralizantes de classe 1V, que se ligam a RBDs somente em
conformagao “up” em epitopos fora do sitio de ligagdo da ECA-2, logo ndo bloqueiam a ligagéo
entre RBD e ECA-2, sendo geralmente menos potentes que os anticorpos das outras classes
(BARNES et al., 2020a; GREANEY et al., 2021). O anticorpo CR3022 é um anticorpo de classe
IV, que néo neutralizou 0 SARS-CoV-2 em ensaio in vitro, porém foi capaz de potencializar o
efeito de anticorpos de outras classes (YUAN et al., 2020Db).

1.7 Vacinas e anticorpos monoclonais contra COVID-19

A principal estratégia de saude publica para conter a propagacdo de COVID-19 ¢ a
vacinacdao (WHO, 2022). A imunizacéo ativa, obtida por meio de vacinacao € uma estratégia
que simula uma infeccdo natural contra um patdgeno especifico, de modo a induzir uma
resposta imunoldgica T-dependente e gerar uma imunidade eficaz e duradoura que proteja o
individuo de futuras infec¢cbes (MOSER e LEO, 2010).

Devido a alta taxa de transmissdo e a rapida dissemina¢do mundial do SARS-CoV-2,
houve urgéncia no desenvolvimento de medidas preventivas eficazes contra o virus. Logo,
vacinas contra COVID-19, foram desenvolvidas e aprovadas, em um prazo rapido, sem
precedentes na histdria (LURIE et al., 2020).

A maioria das vacinas eficazes contra 0 SARS-CoV-2 visam induzir, contra
subunidades virais, 0s denominados anticorpos neutralizantes. No caso do SARS-CoV-2, 0s
anticorpos neutralizantes mais potentes tém como alvo a regido do RBD, de modo a impedir a
funcdo do mesmo, a ligacdo entre virus e receptores das células hospedeiras humanas (CADDY,
2020).

As vacinas desenvolvidas que apresentam maior interesse e aplicabilidade
mundialmente, sdo: as vacinas de 1% geracdo, de virus inativado ou atenuado,
Sinovac/CoronaVac, Bharat Biotech e Sinopharm; as de 22 geragdo, com uso de vetor viral-
adenovirus atenuado, AstraZeneca/Oxford, Sputinik V® e Ad26.COV2.S ou Janssen (Johnson
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& Johnson); e as de 3? geracdo, vacinas de acidos nucléicos, Pfizer/BioNTech e Moderna
(SERPAetal., 2021; COSTA ALMEIDA et al., 2021; VILELA FILHO et al., 2022). No Brasil,
quatro dessas vacinas receberam autorizacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA) e tém sido utilizadas nas campanhas vacinais: ButanVac, AstraZeneca/Oxford,
Pfizer e Janssen (ANVISA, 2023).

Até o momento, um total de 13.168.935.724 doses de vacina foram administradas
mundialmente (WHO, 2023a). As vacinas tém apresentado boa eficacia, contendo o aumento
na incidéncia de casos, principalmente prevenindo o desenvolvimento de casos graves de
COVID-19, e por tanto menores indices de internacdes e 6bitos (SERPA et al., 2021).

Porém ainda ha desafios no combate a doenca, devido a opcGes limitada de tratamentos
especificos para a doenca, surgimento de variantes de SARS-CoV-2 que podem apresentar
evasdo aos anticorpos induzidos, além de individuos imunocomprometidos, que possam ndo
desenvolver uma resposta robusta as vacinas (WONG e DAMANIA, 2021; KOENING et al.,
2021).

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sdo anticorpos provenientes de um Unico clone de
linfocito B, apresentando baixa toxicidade e imunogenicidade, alta especificidade e
solubilidade (TILLER e TESSIER, 2015; CASTELLI, MCGONIGLE, HORNBY, 2019).
Anticorpos monoclonais representam uma ferramenta valiosa para o desenvolvimento de
terapias e tratamentos seguros e especificos para o COVID-19 (MAROVICH, MASCOLA,
COHEN, 2020).

MADbs com acdo neutralizante especificos para o SARS-CoV-2 tém sido estudados
desde o inicio da pandemia (PESSOA, et al., 2020), bem como anticorpos monoclonais anti-
citocinas para tentar reduzir a intensa resposta inflamatoéria desenvolvida por pacientes de
COVID-19 em estado grave (LEONARDO e ANDRICOPULO, 2020).

Além do tratamento de doencas, os mAbs podem ser utilizados na imunoterapia passiva
fornecendo uma imunizacdo temporaria (TAYLOR, et al, 2021), como reagentes em
imunodiagnosticos (COSTA, 2019) e podem auxiliar no projeto e desenvolvimento de vacinas
(MARSTON, PAULES, FAUCI, 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

A répida disseminacdo do SARS-CoV-2 e o elevado nimero de individuos infectados,
implicam em altos niveis de replicacdo viral, e consequentemente, maior probabilidade de
ocorrer mutagdes. Como resultado, novas variantes do SARS-CoV-2 tém sido detectadas
(SHAHHOSSEINI, BABUADZE e KOBINGER, 2021). Dentre as variantes recentemente
descobertas destaca-se a variante de preocupagdo Omicron (B.1.1.529) (CALLAWAY, 2021).

As sublinhagens Omicron contém um nimero de mutagdes significativamente maior do
que as variantes identificadas anteriormente (KUMAR et al., 2022). Algumas dessas mutacgdes
tém sido associadas a maior transmissibilidade, aumento da infectividade e evaséo de
anticorpos neutralizantes (ZHOU, ZHI e TENG, 2022). Além disso, por apresentarem multiplas
mutac6es dentro do RBD, responsavel pela entrada do virus nas células hospedeiras, e alvo de
vacinas e anticorpos terapéuticos, levanta-se questionamentos quanto a eficacia destes
(ZAHRADNIK et al., 2021; LI et al., 2022).

Pesquisas demonstraram que algumas vacinas podem apresentar menor potencial
neutralizante contra a Omicron (BA.1) (LIU et al,, 2022). As variantes BA.4 e BA.5,
demonstraram escape imunolégico a anticorpos induzidos por infeccdo anterior de Omicron
(BA.1), indicando possivel mudanca na antigenicidade dessas variantes (PLANAS et al., 2022;
CAO et al.,, 2022).

Atualmente, métodos computacionais podem auxiliar no design de proteinas, e
inclusive, tém sido empregados no desenvolvimento de terapéuticas contra COVID-19, como
inibidores de peptidios e fragmentos direcionados ao RBD de SARS-CoV-2 (SITTHIYOTHA
e CHUNSRIVITOT, 2021; RANGEL et al., 2021). Alguns estudos, através de design
computacional, obtiveram anticorpos mutantes ou redesenhados, com maior afinidade de
ligacdo ao RBD de SARS-CoV-2, 0 que sugere que possuem maior potencial neutralizante
contra o virus do que os anticorpos originais (TREEWATTANAWONG, SITTHIYOTA, e
CHUNSRIVIROT, 2021; CHEN et al., 2021).

Portanto, este estudo visa, por meio de redesign computacional, otimizar um anticorpo
neutralizante direcionado a RBD de SARS-CoV-2, de modo a obter anticorpos redesenhados
com maior afinidade de ligacdo ao RBD das sublinhagens Omicron BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1.
Esperamos que os anticorpos remodelados sejam mais eficientes no combate as novas
sublinhagens do SARS-CoV-2.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Redesenhar, por meio de abordagem computacional as regides determinantes de
complementariedade, de um anticorpo neutralizante especificos para 0 dominio de ligagdo ao
receptor celular (RBD- Receptor-Binding Domain) de modo a aumentar a afinidade de ligacéo
as sublinhagens Omicron, BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1 de SARS-CoV-2.

3.2 Objetivos especificos

e Redesenhar computacionalmente as sequencias de aminoacidos dos CDRs do anticorpo
CV30.

e Obter anticorpos redesenhados com maior afinidade de ligacdo AG(REU)
computacionalmente calculada aos RBD das sublinhagens BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1 de
SARS-CoV-2;

e Realizar andlises de ancoragem molecular (“docagem”) dos anticorpos redesenhados
com o RBD das suas respectivas sublinhagens Omicron (BA.4/5, BA.5 BQ.1) de SARS-
CoV-2.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Analise de sequéncias RBD, modelagem molecular e previsao estrutural

As sequéncias de aminodcidos do dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da proteina
Spike SARS-CoV-2 foram obtidas dos arquivos PBD descritos anteriormente: PBD 7CAK
(Wuhan), 7WBP (BA1), 7XNR (BA2.13), 7XIY (BA.3) e 7XNQ (BA4). A sequéncia de
aminoécidos do RBD da sublinhagem BA.5 foi obtida a partir do estudo cientifico publicado
por CAO e colaboradores (CAO et al., 2022). Todas as sequéncias de RBD foram alinhadas
usando o Clustal Omega Program (SIEVERS et al., 2011) e os aminoacidos diferenciais foram
anotados manualmente na posicdo das respectivas mutagdes. As estruturas de RBD da proteina
Spike de Wuhan e BA.1 foram geradas por modelagem molecular comparativa usando a
plataforma Robetta (BAEK et al., 2021) e as sequéncias de amino&cidos disponiveis no Protein
Data Base (PBD 7CAK [Wuhan] e 7WBP [BA.1]), foi utilizada como modelo, a estrutura
molecular disponivel para a proteina spike de SARS-CoV-2 (PDB 6VYB). Para os modelos
estruturais de Wuhan e BA.1, as previsdes estruturais foram estereoquimicas avaliadas usando
a plataforma Molprobity Manchester (WILLIAMS et al., 2018) e as ferramentas PROCHECK
por meio da plataforma SAVES v6.0 (LASKOWSKI et al.,, 1993). As estruturas foram
visualizadas usando o software PYMOL (BADAWI et al., 2016) e os aminoacidos diferenciais

das sublinhagens Omicron foram destacados na estrutura em fita da molécula RBD.

4.2 Selecéo de modelos de anticorpos

Os modelos dos anticorpos especificos para RBD foram selecionados a partir de estudos
anteriores (BARNES et al., 2020a; HURLBURT et al., 2020; WU N.C. et al., 2020; WU Y. et
al., 2020; YUAN et al., 2020a) e classificados considerando a constante de afinidade (KD) ou
AGbind (MM-GBSA) calculado computacionalmente. As sequéncias de aminoacidos das
cadeias pesada e leve dos anticorpos C110 (PDB: 7K8P), CVV30 (6XE1), CC12.3 (6XC4), C105
(6XCA), CC12.1 (8CWV), Cl144 (7K90), COVA2 -39 (7JMP), COVA2-04 (7JMO), B38
(7BZA) foram obtidas do Protein Data Bank (PDB; https://www.rcsb.org/). As sequéncias das
regides determinante de complementaridade (CDRs) do anticorpo CC12.3-D08 foram obtidas
do artigo previamente publicado  por  Treewattanawon e  colaboradores
(TREEWATTANAWON, SITTHIYOTHA, e CHUNSRIVIROT, 2021) e as regides
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flanqueadoras (regides estruturais) foram selecionadas a partir do anticorpo parental CC12.3
previamente descrito por Yuan e colaboradores (YUAN et al., 2020a). As sequéncias de
anticorpos foram alinhadas usando o Clustal Omega Program (SIEVERS et al., 2011) e as
regides determinantes de complementaridade (CDRs 1, 2 e 3) foram confirmadas usando a
plataforma IMGT (http://www.imgt.org). As CDRs dos anticorpos CV30, C110 e CC12.3

foram usadas para andlise posterior.

4.3 Célculo do desvio quadratico médio (RSMD) por residuo dos anticorpos

As estruturas moleculares dos anticorpos CV30 (6XE1), C110 (7K8P), CC12.3 (6XC7)
foram sobrepostas usando a ferramenta de alinhamento MatchMaker (Algoritmo Needleman-
Wunsch com a matriz BLOSUM-62) disponivel no software Chimera 1.16 (PETTERSEN et
al., 2004). A coleta de dados RMSD dos alinhamentos de anticorpos foi realizada usando a
ferramenta “RMSD:ca” usando Chimera 1.16 (PETTERSEN et al., 2004). Os dados do RMSD
foram registrados e apresentados em formato de grafico usando o software Excel versdo 2016.
As estruturas moleculares dos anticorpos CV30, C110, CC12.3 foram visualizadas usando o
software PYMOL (BADAWI et al., 2016).

4.4 Redesenho computacional de proteinas

O anticorpo CV30 foi escolhido para ser redesenhado computacionalmente, pois o
anticorpo CV30 apresenta a capacidade de impedir a ligacdo do RBD a molécula de ECA2 e
também leva a dissociacdo da subunidade S1, favorecendo a neutralizacdo viral (HURLBURT
et al., 2020). A estrutura do anticorpo CV30 complexada com Wuhan SARS-CoV-2 RBD
(PDB: 6XE1) foi usada como modelo para redesenhar os anticorpos especificos para RBD das
sublinhagens Omicron BA.4/5 e BA5 BQ.1.1 de SARS-CoV-2. A plataforma
RosettaAntibodyDesign (RAbD) (ADOLF-BRYFOGLE, 2018) foi empregada para redesenhar
as CDR H1, H2 e H3 (cadeia pesada) e as CDR L1, L2 e L3 (cadeia leve) do anticorpo CV30.
O banco de dados avaliavel de PylgClassify (http://dunbrack2.fccc.edu/pyigclassify) foi usado
em RADD para classificagdes estruturais das CDRs em cada cadeia. O protocolo RAbD consiste
em ciclos de Monte Carlo externos e internos para redesenhar as sequéncias de anticorpos. As

mudangas estruturais das CDRs foram energeticamente minimizadas e 1000 execucdes



42

independentes foram realizadas em cada anélise computacional. A energia livre de ligacao
(AGbind [Rosetta]) de cada conformacgéo projetada foi calculada em Rosetta Energy Unit
(REU). As sequéncias/conformacdes projetadas com AGbind [Rosetta]< —40,0 REU) (ADOLF-
BRYFOGLE, 2018) foram escolhidas para analise posterior. Os complexos RBD e anticorpo e
as interacdes da interface RBD-anticorpo foram visualizados usando o software Chimera X 1.5
(PETTERSEN et al., 2021).
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5. RESULTADOS

5.1 Andlise de RBD das sublinhagens de SARS-CoV-2 Omicron

As estruturas moleculares em fita dos RBD derivados de SARS-CoV-2 de Wuhan, de
BA.1, BA.2.13, BA.3, BA.4/5 sdo demostrados na Figura 3A-3E. Os aminoacidos diferenciais
em comparagdo com sequéncia de RBD de Wuhan s&o indicados nas estruturas em fita da
molécula RBD das sublinhagens de Omicron de SARS-CoV-2 (Fig.3B-3E). As mutacbes
observadas nos RBDs das sublinhagens produzem ligeiras modificagdes estruturais na forma
do RBD quando comparadas com ao RBD-SARS-CoV-2 de Wuhan, mutagdes, as quais, podem
estar associadas ao aumento de infectividade e/ou fuga de anticorpos neutralizantes.

Trechos do alinhamento das sequéncias de aminoacidos expressas nas sublinhagens
Omicron de SARS-CoV-2 demonstram numerosas mutacdes pontuais no dominio de ligacéo
ao receptor (319-541aa) em comparacdo com o RBD-SARS-CoV-2 de Wuhan (Fig.3F). Nas
sublinhagens Omicron BA.1 e BA.3 exibem 15 mutacdes, das quais compartilham 13
substituices: G339D, S371P, S373F, K417N, N440K, G446S, SA77TN, T478K, E484A,
Q493R, Q498R, N501Y, Y505H. A substituicdo de glicina (G) na posicdo 446 por serina (S) é
exclusivamente expressa pelas sublinhagens BA.1 e BA.3 (Fig.3F).

A sublinhagem BA.2.13 apresenta 17 mutacdes dentro da sequéncia de aminoacidos da
RBD, incluindo as substituicdes T376A, D405N, R408S, L452M, N501Y em comparagdo com
a sequéncia de Wuhan RBD SARS-CoV-2. A substituicdo L452M é exclusivamente expressa
por sublinhagens BA.2, enquanto a mutacdo D405N é fixada em sublinhagens subsequentes de
Omicrom (Fig.3F).

BA.4 e BA.5 expressam sequéncias de aminoacidos idénticas dentro da RBD e séo
denominadas ao longo do texto como BA.4/5. As sublinhagens BA.4/5 compartilham 17
mutacbes em comparacdo com Wuhan RBD SARS-CoV-2 e também exibem duas mutacGes
Unicas, L452R e F486V. Uma substituicdo de reversdo, Q493R, também é observada nas
sublinhagens BA.4/5.

Desde que foi identificada, a sublinhagem Omicron BA.5 BQ.1, tem sido associada a
um aumento de casos em todo o mundo, e, portanto, foi incluida em nossa analise. A sequéncia
de aminoacidos da RBD derivada da sublinhagem BA5 BQ.1.1 é semelhante a sua sublinhagem
parental BA.5, no entanto, a BA5 BQ.1.1 se diferencia da linhagem parental por apresentar trés
mutag0es adicionais, sendo, R346T, K444T e N460K.
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Andlise do RBD de sublinhagens Omicron de SARS-CoV-2. A-E. Estruturas

tridimensionais dos RBDs de SARS-CoV-2-Wuhan(A) e sublinhagens Omicron BA.1(B), BA.2.13(C),
BA.3(D), BA.4/5(E). Os amino&cidos diferenciais expressos nas sublinhagens Omicron sdo destacados
na estrutura do RBD em fita. F. Trechos do alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos RBDs de
SARS-CoV-2-Wuhan e sublinhagens Omicron (BA.1l; BA2.13; BA.3; BA.4 e BA5; BA5 BQ1.1).
Aminoécidos conservados, em relagdo com o RBD de Wuhan, sdo destacados em cinza. Os residuos que
interagem com o ACE2 s&o indicados por tridngulos.
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Todas as sublinhagens Omicron apresentaram mutacdes substanciais no RBD em
comparagdo a sequéncia original de SARS-CoV-2 de Wuhan. A anélise geral das sequéncias
demonstrou que onze (11) mutagdes sdo comumente compartilhadas por todas as sublinhagens
de dmicron, das quais 6 localizam-se na regido do motivo de ligagéo ao receptor (RBM) (437-
508 aa) coincidindo com a interface de ligacdo ECAZ2, indicando possivel mudanca na

antigenicidade dessas sublinhagens em comparagdo com SARS-CoV-2 Wuhan.

5.2 Selecdo e andlise de anticorpos

Dez anticorpos com especificidade de ligacdo a RBD de SARS-CoV-2 (CC110, CV30,
CC12.3, CC12.3-D8, CC105, CC12.1, C144, COVA-39, COVA-04 e B38) foram selecionados
e classificados com base em sua constante de afinidade (KD) ou AGbind (MM-GBSA)
calculado computacionalmente. Conforme indicado na Tabela 1, a constante de afinidade de 9
de 10 anticorpos monoclonais (mAbs) selecionados variou de 1,3 nM a 70 nM. Os anticorpos
C110, CV30 e CC12.3 apresentaram as melhores constantes de afinidade entre os anticorpos

selecionados, de 1.3 nM, 3.6 nM e 14 nM, respectivamente.

Tabela 1: Caracteristicas e Referéncias dos anticorpos selecionados

Nome anticorpo Constante afinidade Ligacao AG Ligacao AG Referéncia
(KD) (REU) (MM-GBSA)
C110 1.3 oM - - BARNES et al., 2020a
CV30 3.6 M - - HURLBURT etal., 2020
CCl123 14 nM - —24,0 £ 0.5 keal/mol YUAN etal., 2020a
CC12.3-D08 - — 434 REU —96.5 = 0.4 kcal/mol TREEWATTANAWONG et
al., 2020
C105 14 nM - - BARNES et al,, 2020a
CCl12.1 17 nM - - YUAN etal., 2020a
Cl44 18 nM - - BARNES et al., 2020a
COVA2-39 21 nM
WU NC., 2020
COVA2-04 40 nM
B38 70 nM - - WU Y, 2020

Valores das constantes de afinidade (KD), ligagcdo AG (Unidade de Energia Rosetta), e ligacdo AG
(MM-GBSA); e referéncias dos anticorpos selecionados na literatura: C110, CVV30, CC12.3, CC12.3 D-
08, C105, CC12.1, C144, COVA2-39, COVA2-04, B38.
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O alinhamento das CDRs de cadeias pesadas e leves de anticorpos revelou um perfil
semelhante de sequéncias de aminodcidos dentro de CDR H1 e CDR H2, e sequéncias
divergentes dentro da CDR H3 dos anticorpos selecionados. Sequéncias de amino&cidos
particularmente longas de CDR H3 foram observadas nos anticorpos C144 (25 aa), C110 (21
aa) e COVA2-39 (17 aa). Uma variabilidade de aminoacidos relativa também foi observada nas
CDRs L1, L2 e L3 de todos os anticorpos analisados, embora alguns mAbs compartilhem CDR
Ls comuns (Fig.4A).

As estruturas moleculares dos anticorpos C110, CV30 e CC12.3, com os melhores
valores de constantes de afinidade (KD), considerados os mais promissores, foram sobrepostas
(Fig.4B). As estruturas dos anticorpos apresentam maior variabilidade nas regides referentes as
CDRs. Os anticorpos CC12.3 e CV30 demonstram melhor sobreposicéo, e C110 mAb apresenta
maior variabilidade na estrutura em comparagdo com os outros dois anticorpos. A longa CDR
H3 do anticorpo C110 se destaca na estrutura visualizada. Na analise de RMSD (Fig.4C) o
anticorpo C110 apresentou maiores valores de RMSD(A) por residuo, indicando maior
variabilidade das sequéncias de aminoacidos da cadeia pesada e leve do anticorpo C110 em
relacdo ao CV30.

O C110 mAb mostrou semelhancas com anticorpos neutralizantes de classe 2 e classe
3, ligando-se distalmente ao motivo de ligacdo da ECA-2, possivelmente interferindo
estericamente com nesta interacdo (BARNES, et al., 2020a). O anticorpo especifico para RBD
CV30 e capaz de produzir forte afinidade neutralizante, com sitios de interacao coincidentes
com os de ligacdo da ECA-2. Portanto, o anticorpo CV30 foi escolhido como um modelo a ser
reprojetado computacionalmente para melhorar a afinidade de ligacéo as sublinhagens SARS-
CoV-2 Omicron.
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5.3 Redesenho computacional de anticorpos especificos a RBD de sublinhagens Omicron

Os CDRs do anticorpo CV30 foram computacionalmente redesenhados com o
objetivo de melhorar a afinidade de ligagdo com o RBD derivados das sublinhagens BA.4/5 e
BA.5 BQ.1.1. (Fig.5). Os anticorpos com valores AGbind [Rosetta] mais baixos para cada
sublinhagem foram nomeados selecionados das analises computacionais e nomeados como
anticorpos derivados do anticorpo CV30 com a seguinte nomenclatura CvV30 BA.4/5 e CV30
BA.5BQ.1.1 (Fig.5A). Os anticorpos redesenhados, CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1 mAbs
apresentaram AGbind (Rosetta) calculado computacionalmente de —56,8 REU e —52,5 REU,
respectivamente.

O alinhamento das sequéncias dos mAbs CVV30, CV30 BA.4/5e CV30 BA5BQ.1.1
demonstrou uma menor modificacdo de aminoacidos dentro da CDR H1, com 6 substituicdes
observadas para CV30 BA.4/5 e 5 para CV30 BA.5 BQ.1.1, respectivamente. A CDR H2 do
mAb CV30 BA.4/5 apresenta 6 modificaces de aminoacidos e uma inser¢do adicional de
arginina (R) na posicdo 58. Da mesma forma, foram observadas 6 modificaces de aminoacidos
e uma insercéo adicional de alanina (A) na posicao 58 (Fig. 5A) para CV30 BA.5 BQ.1.1 mADb.

O alinhamento das sequéncias do CDR H3 dos anticorpos CVV30 BA.4/5 e CV30
BA.5 BQ.1.1 demonstrou que as maiores modificagcdes ocorrem entre 0s CDRs H3, com varias
substituicGes de aminoacidos nesta regido e ainda a insercdo de 10 amino&cidos (posicdes 97-
100, 105-108 e 114-115). Aminoéacidos idénticos foram observados apenas nas posicdes 101(A)
e 116-118 (MDV) dentro da sequéncia CDR H3.

A analise das CDR Ls demonstra uma ampla variacdo de aminoacidos em diversas
posicBes das CDR L1, L2 e L3. Aminoéacidos idénticos dentro de CDR L1 foram verificados
apenas nas posicdes 27 (S), 37 (L) e 40 (W) para CV30 e mAbs derivados de CV30. Da mesma
forma, apenas uma glicina (G) na posicdo 62 da CDR L2 é a mesma observada entre 0s trés
anticorpos analisados. Ndo foram observados aminoacidos idénticos na CDR L3 dos trés
anticorpos analisados (CV30, CV30 BA.4/5e CV30 BA.5 BQ.1.1). Além disso, duas insercdes
de aminoécidos no CDR L3, posicdes 102 e 103, foram observadas nos anticorpos redesenhados
(CV30 BA.4/5 e CV30 BA5 BQ.1.1) (Fig. 5A).

A analise das CDR Ls demonstra uma ampla variacdo de aminoacidos em diversas
posi¢cdes das CDR L1, L2 e L3. Aminodacidos idénticos dentro de CDR L1 foram verificados
apenas nas posicoes 27 (S), 37 (L) e 40 (W) para CV30 e mAbs derivados de CVV30. Da mesma
forma, apenas a glicina (G) na posicdo 62 da CDR L2 é a mesma entre o0s trés anticorpos

analisados. Ndo foram observados aminoécidos idénticos na CDR L3. Além disso, duas
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insercdes de amino&cidos no CDR L3, posi¢des 102 e 103, foram observadas exclusivamente
para 0 CV30 BA.4/5 mAD.

A visualizacdo dos anticorpos redesenhados complexos com RBD demonstra
claramente um aumento da area de interface RBD-anticorpo em comparacdo com a area de
interface de CV30 complexado com RBD de Wuhan. Assim, os anticorpos resenhados (CV30
BA.4/5 mAb; CV30 BA.5 BQ.1.1 mAb) melhoram a ligacdo a BA.4, BA.5 e as novas
sublinhagens SARS-CoV-2 Omicron BA.5 BQ.1.1 (Fig. 5B-5D).
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A 22 CDR H1 40 47 CDR H2 ©9 95 CDR H3 120
CV30 LSCAASGVIVSSNYMSWVR EWVSVIYSGGS-TYYADSVKGRF YC----ARDL----DVSGG--MDVWG
CV30 BA.4/5 LSCKASGVILSNTYLHWVR EWVSALFMGGERAYYADSVKGRF YCTTMGAFIIITEEFIIAFLEFMDVWG
CV30 BA.5BQ.1.1 LSCKASGFIVSNTYLSWVR EWVSMILAGDAAVYYADSVKGRF YCTTWGALVIWTEKYVFVLQFMDVWG

23 CDR L1 42 48 CDR L2 70 85 CDR L3 111
CV30 SCRASQSVSSSY-—-LA-WYQ APRLLIYGASSRATGIPDRESGS PEDFAVYYCQQYGSSPQ--TFGQGTKL
CV30 BA.4/5 SCKFSHIVEYMFV-L--WTQ APRLLIYATSNLASGIPDRFSGS PEDFAVYYCMAFDIKNQIWVEFGQGTKL
CV30 BA.SBQ.1.1 SCKLSDVADGAGFILVLWTQ APRLLTYAGMITRPGIPDRFSGS PEDFAVYYCIATI--WLIPHTFGQGTKL

B C mAb CV30 BA4/5 D mAb CV30 BA.5BQ.1.1

mAb CV30

AG=-56.8 REU AG=-52.5 REU

RBD Wuhan RBD BA. 4/5 RBD BA.S BQ.1.1

Figura 5: Redesenho computacional do mAb CV30 especifico para RBD. A. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das cadeias pesada e leve de anticorpos CV30 e
derivados (CV30 B4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1). As CDRs H1, H2 e H3 (cadeias pesadas) e L1, L2 e L3 (cadeias leves) séo indicadas em vermelho e azul, respectivamente.
Aminoacidos idénticos sdo destacados em cinza. A numeragao dos aminoacidos foi modificada para levar em conta os aminodcidos adicionais incorporados computacionalmente
nos derivados do anticorpo CV30. B-D. Estruturas gerais mAbs de CV30 (azul), CVV30 B4/5 (verde) e CV30 BA.5 BQ.1.1 (lil&s) complexados com os respectivos RBDs (Wuhan,
BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1 SARS-CoV- 2). As cadeias pesadas e leves de anticorpos sdo mostradas em cores claras e escuras. As respectivas RBDs de SARS-CoV-2 de Wuhan e
sublinhagens Omicrons sdo mostrados em cinza. Os complexos de estrutura geral sdo exibidos como vista lateral (direita) e superior (superior a esquerda). Os epitopos RBD sé&o
destacados nas respectivas cores (parte inferior esquerda). As superficies RBD que interagem com as cadeias pesadas e leves de anticorpos sdo indicadas com cores escuras e

claras, respectivamente.
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6. DISCUSSAO

A solucdo terapéutica mais eficaz contra a disseminacdo do SARS-CoV-2 é interromper a
ligacdo e consequente entrada do virus nas células humanas, por meio de anticorpos
neutralizantes direcionados a spike, ou mais especificamente, ao RBD (YANG e DU, 2021).
Desde o inicio da pandemia, potentes anticorpos neutralizantes foram isolados (BARNES et al.,
2020a; HURLBURT et al., 2020; WU N.C. et al.,2020; WU Y. et al., 2020; YUAN et al., 2020a)

Um estudo experimental isolou de um paciente infectado com SARS-CoV-2, um anticorpo
monoclonal neutralizante especifico para RBD, o CV30. O anticorpo neutralizou pseudovirus
com um IC 50 de 0,03 ug/ml (SEYDOUX et al., 2020), ligou-se a0 RBD-SARS-CoV-2 com
um KD de 3,6 nM e possui sitio de ligagdo semelhante ao da ECA-2 (HURLBURT et al., 2020).

No entanto, com 0 aumento de variantes preocupantes, como as sublinhagens Omicron,
muitos dos anticorpos utilizados podem n&o ser tdo eficazes, uma vez que as inimeras mutagoes
identificadas podem resultar em efeitos negativos a sua neutralizagdo (IKETANI et al., 2022).

Como observado em nosso estudo, as sublinhagens Omicron possui um ndmero elevado
de mutacbes na regido do RBD em comparacdo com Wuhan, inclusive, maior nimero de
mutacbes do que relatado nas variantes anteriores. Algumas das mutacdes presentes nas
sublinhagens Omicron também foram identificadas anteriormente em outras VOCs e
comprovadamente foram associadas ao aumento da infectividade, carga viral,
transmissibilidade e evasdo imune.

Estudos in silico indicaram que sublinhagens Omicron demonstram maior afinidade de
ligacdo com ECA-2 do que a variante Delta (GENOVESE et al., 2021; RATH, PADHI e
MANDAL, 2022), sendo a variante Delta altamente infecciosa, 60% mais transmissivel do que
a variante Alpha (MAHASE, 2021). Zhou, et al (2022), demonstrou que as sublinhagens
Omicron possuem superficie eletrostatica mais positiva do que outras VOCs, justificando maior
interacdo e afinidade de ligacdo com ECA-2, de superficie eletrostatica negativa.

As principais mutacdes com consequéncias na funcionalidade de anticorpos, e associadas
ao aumento da infectividade viral e afinidade de ligacdo do RBD com ECA-2, estdo localizadas
nas posicdes: N440K, S477N, T478K, E484A, Q493R, Q498R, N501Y e Y505H (ZHOU, ZHI,
TENG, 2023). Todas essas mutacdes estdo presentes nas sublinhagens Omicron analisadas,
exceto a mutagdo Q493R, ausente nas sublinhagens BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1.

Um estudo demonstrou que a substituicdo F486V presente em BA.4/5, reduz a afinidade

dos RBDs dessas sublinhagens com a ECA-2, devido a menor nimero de interacbes
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hidrofébicas, enquanto a mutacdo de reversdo R493Q restaura uma ligacdo de hidrogénio,
aumentando a afinidade entre os RBD e a ECA-2 (WANG Q., 2022).

Estudos relataram neutralizacdo in vitro, induzida por vacina e infec¢do prévia por SARS-
CoV-2, menor contra BA.4/5 do que contra sublinhagens Omicron anteriores (HACHMANN
et al., 2022; QU et al., 2023; CAO et al., 2022; TEGALLY et al., 2022; KHAN et al., 2022;
WANG Q. et al., 2022). As mutacOes K417N, N440K, S477N, T478K, E484A, e N501Y
demonstraram prevenir a neutralizacdo por alguns mAbs, soros de pacientes convalescentes e
soro pés-vacinal (THOMPSON et al., 2021; ZHOU e WANG, 2021). Observa-se que as
mutacdes nestas posicbes estdo sendo conservadas nas sublinhagens Omicron. Além da busca
por maior infectividade e transmissibilidade, a evolucdo viral também é impulsionada por
escape imunologico (CUI et al., 2022).

As mutacOes exclusivas de BQ.1.1, R346T e K444T, estdo localizadas fora do RBM,
porém sdo alvo de anticorpos neutralizantes de classe I11. Outra mutacdo exclusiva, N460K, é
caracterizada como a principal mutacao responsavel por evasao de anticorpos neutralizantes. A
mutacdo F486V, mutacdo também presente nessa sublinhagem, localiza-se dentro do RBM,
caracterizando-se como residuo chave para ligacdo tanto com a ECA-2 quanto com anticorpos
neutralizantes classe | e Il (WANG Q. et al., 2022). Logo, a combinagdo dessas mutagdes,
R346T, K444T, N460K e F486V, na sublinhagem BQ.1.1, bem como em outras sublinhagens,
BA4.6, BF.7 e BA2.75.2 (QU et al., 2022), € critica, contribuindo com maior infectividade do
virus e resisténcia a neutralizacéo por anticorpos.

Considerando a possivel mudanca de antigenicidade das sublinhagens Omicron e a
capacidade de evasdo imunoldgica demonstrada por elas, redesenhar anticorpos neutralizantes
que sejam especificos para RBD de sublinhagens Omicron pode representar uma ferramenta
valiosa em resposta as recentes ondas de casos associados a essas sublinhagens. Os anticorpos
reprojetados neste trabalho, CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1, apresentaram melhor
capacidade de ligacdo prevista por analises computacionais ao RBD das respectivas
sublinhagens avaliadas, em comparacdo que o anticorpo parental CV30, com ligacao
AG(Rosetta) de —56,8 REU, e -52,5 REU, respectivamente.

O anticorpo CC12.3 foi redesenhado computacionalmente por Treewattanawong e
colaboradores, gerando nove potenciais anticorpos neutralizantes com melhores afinidades de
ligacdo previstas para RBD-SARS-CoV-2. O anticorpo considerado pelo estudo como mais
promissor, o CC12.3 D8 obteve valor de ligagdo AG(Rosetta) de — 43,4 REU e de dindmica
molecular por MM-GBSA de -240 = 05 kcal/mol (TREEWATTANAWONG,
SITTHIYOTHA e CHUNSRIVIROT, 2021).
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Entre os CDRs dos anticorpos redesenhados em nosso trabalho, as CDR H3s redesenhadas
apresentaram maiores modificacfes, incluindo a insercdo de até 10 aminoécidos. Em ambos 0s
anticorpos redesenhados, CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1, as sequéncias de CDR H3
apresentam 22 aminoacidos, sendo classificadas como CDR H3 longas.

Anticorpos neutralizantes humanos (hNAbs) codificado pelo gene IGHV3-53 geralmente
apresentam caracteristicamente CDR H3s curtos. No entanto, potentes anticorpos neutralizantes
com CDR H3 longas (> 15 residuos) (LEFRANC, 2011) e que visam o RBD de SARS-CoV-2
foram relatados (BARNES et al., 2020a; WU N.C. et al., 2020).

O C110 mAb tem um longo CDRH3 com 21 residuos e uma constante de equilibrio (KD)
de 1,6 nM. Outro mAb isolado, o C144, possui uma CDRH3 com 25 residuos e apresentou
forma diferente de se ligar ao RBD, bloqueando a spike em uma conformacéo fechada de pré-
fusdo, impossibilitando a abertura do Spike para interacdo com a ECA- 2 (BARNES et al.,
2020a). Outro estudo comparou dois anticorpos, COVA2-04 e COVA2-39, que apresentam,
respectivamente, CDR H3 com 12 e 17 residuos, e KD de 40 nM e 21 nM. O COVA2-39,
devido ao seu longo CDR H3, demonstrou um mecanismo de ligagdo ao RBD diferente do
COVAZ2-04 e outros anticorpos (CC12.1, CC12.3, B38, CV30 e C105), resultando em
diferentes interacdes moleculares com o RBD (WU N.C. et al., 2020).

Quanto as CDRLs, os anticorpos projetados demonstram uma ampla variacdo de
aminoacidos em diferentes posicdes das CDRs L1, L2 e L3. Curiosamente, o estudo de
redesenho do anticorpo CC12.3 indicou que o aumento das afinidades dos anticorpos
redesenhados foi uma consequéncia do aumento das interacdes entre as cadeias leves
redesenhadas e o RBD, sugerindo que os CDRLs sdo alvos de projeto promissores para
aumentar a afinidade de ligacdo ao RBD-SARS-CoV-2 (TREEWATTANAWONG,
SITTHIYOTHA e CHUNSRIVIROT, 2021).

Futuros estudos de dindmica molecular e dados experimentais sdo necessarios para um
melhor entendimento dos anticorpos projetados neste trabalho. No entanto, nossos resultados
sugerem que o0s anticorpos redesenhados devem ser capazes de se ligar ao SARS-CoV-2-RBD
das sublinhagens BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1 melhor do que 0 mAb CV30 parental.
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7. CONCLUSAO

Por meio de redesign computacional de proteinas, projetamos anticorpos
potencialmente neutralizantes especificos para RBD das sublinhagens BA.4/5 e BA.5 BQ.1.1,
usando o anticorpo CV30 como modelo. CVV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1 s&o o0s anticorpos
redesenhados computacionalmente, com as melhores afinidades de ligagdo AG (Rosetta)
previstas para as respectivas sublinhagens Omicron. O aumento demonstrado na area de
interface entre os anticorpos CV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1 e 0s RBDs de BA.4/5 e BA5
BQ.1.1, respectivamente, suporta os dados computacionais de afinidades mais altas de ligacéo
dos anticorpos modificados com as RBDs das subvariantes Omicron. Os anticorpos
redesenhados, CVV30 BA.4/5 e CV30 BA.5 BQ.1.1 séo candidatos promissores que podem ser
usados como anticorpos neutralizantes visando linhagens recentes de SARS-CoV-2.



8. ANEXO

Tabela 2: Nomenclatura dos aminoacidos e seus respectivos codigos (1 letra)

AMINOACIDO

CODIGO (1 LETRA)

ALANINA

A

ARGININA

ASPARAGINA

ACIDO ASPARTICO

CISTEINA

ACIDO GLUTAMICO

GLUTAMINA

GLICINA

HISTIDINA

I O O m O O 2| @O

ISOLEUCINA

LEUCINA

LICINA

METIONINA

FENILALANINA

PROLINA

SERINA

TREONINA

TRYPTOFANO

TIROSINA

VALINA

<| <| E| 4| »| - n| Z| x| r
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