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RESUMO

O virus HIV-1 possui uma grande variabilidade genética, tornando necessaria a sua
classificacao em tipos e subtipos. O diagnéstico eficaz de HIV, de grande importancia para
combater a transmissdo do virus, deve nao apenas incluir todos o0s subtipos
predominantes em determinada regido, mas também detectar a presenca viral em
diversas fases da infeccdo. A fase aguda (primeiras semanas de infec¢do) é critica para o
diagnéstico, uma vez que o hospedeiro ainda ndo produz anticorpos anti-HIV para serem
reconhecidos por um teste de imunodiagndstico de primeira geragdo. O uso de anticorpos
contra particulas virais permite detectar a presenca do virus na fase aguda, uma vez que,
durante essa fase, proteinas do envelope e do capsideo viral podem ser capturadas a
partir do sangue do hospedeiro. A bioinformatica consiste-se em uma ferramenta
importante para a analise da interacdo entre um anticorpo e 0 antigeno e 0s possiveis
efeitos de substituicbes de residuos na regido de interacdo. O presente trabalho tem por
objetivo analisar a interface de interacdo de diferentes estruturas conhecidas de
fragmentos de anticorpos anti-p24 ligados ao antigeno, assim como avaliar as alteracdes
ocasionadas pelas principais variagbes genotipicas de HIV-1. Os resultados obtidos
indicaram pouca interferéncia das variacdes nas interfaces de interacdo. Notavelmente,
os valores das areas de interface sofreram alteracdes perceptiveis em alguns testes. Em
alguns casos (e.g. reconhecimento do epitopo de HIV do subtipo F1 pelo FabA10F9),
verificou-se a diminuicdo da area de interacdo antigeno-anticorpo, enquanto em outros
(e.g. reconhecimento do epitopo de HIV do subtipo O pelo Fab25.3) o valor da area de
interacdo aumentou. Todavia, com a andlise dos testes controle da metodologia utilizada,
gue inclui plataformas disponiveis ao publico de docking molecular e de analise de
interfaces de interacéo, verificou-se que ha limitacées no método para a tomada de mais
conclusdes a respeito da alteracdo das variacdes do epitopo na formacédo dos complexos

analisados.

Palavras-chave: HIV, p24, imunodiagndstico, andlise estrutural de proteinas, anticorpos



ABSTRACT

The virus HIV-1 has a wide range of genetic variability, which makes it necessary its
classification into types and subtypes. The correct diagnosis is of great importance to
combat the HIV transmission, and it has to include every prevailing subtypes in a certain
region as well as be able to detect the virus in various phases of infection. The acute
phase of infection (generally, first two weeks) is critical for the diagnosis, since the host
has not yet produced antibodies against the virus, so they can’'t be detected with ‘st
generation immuno-essays. The use of anti-HIV antibodies allows for the detection of the
virus during the acute phase, when proteins from the viral envelope and capsid can
already be captured and detected from the host’s blood. Bioinformatics are important tools
for the analysis of antigen-antibody interaction and the possible effects caused by residue
substitutions in the interacting region. This work’s objective is to analyze the interfacing
regions of varied anti-p24 with known structures bound to the p24 antigen as well as the
effect caused by HIV-1 genotypical variation in these interactions. The results show very
few interference of the variations in the interaction interfaces. More notably, the values of
interface area showed more variation between some tests. In some cases, (e.g. F1 HIV-1
epitope being recognized by FabA10F9) there was loss in the total interface area, while in
other cases (e.g. O HIV-1 epitope being recognized by Fab25.3), there was an increase in
the total interface area. However, with the analysis of controls tests that were performed to
validate the methodology, which included online molecular docking and interface analysis
tools, we showed that there are limitations to the method that was used, impeding more
thorough conclusions about the possible effects of the variations in the complexes

formation.

Keywords: HIV, p24, imuno-diagnosis, protein structural analysis, antibodies
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1. INTRODUCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA E GENETICA DO HIV-1

De acordo com dados apresentados no Boletim Epidemiol6gico de HIV, houve
25.384 novos casos registrados de AIDS no Brasil em 2013: sendo 95,7% decorrente de
transmissao por relagcdo sexual, 3,5% por uso de drogas injetaveis e 0,7% por
transmissao vertical. Esses nimeros representam um aumento de 8% em relacdo a 2006.
A taxa de mortalidade também aumentou no mesmo periodo, de 5,9 para 6,4 casos para
cada 100.000 habitantes (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2014). A tendéncia
encontrada no Brasil vai no sentido inverso a mundial, que descreve diminuicdo dos
novos casos de AIDS e numero de mortes registradas. Segundo estimativa da ONU,
houve queda de 20% em novas infecgdes e de 35% no numero de mortes relacionadas a
AIDS, no mundo, entre 2006 e 2013 (UNAIDS, 2014). O Brasil & reconhecido como
referéncia na politica de tratamento da AIDS, porém a discrepancia entre os numeros de
infeccdo e mortalidade existente entre o Brasil e o mundo revela que fatores como
conscientizacdo da populacdo e avanco do diagnostico sdo igualmente importantes para
conter a epidemia. Como ainda ndo ha cura para a AIDS, o diagnéstico rapido e eficaz
torna-se a principal arma contra a propagacao da doenca.

Avancos na deteccao do virus por meio de testes em fluidos corporais contribuem
nao apenas para aumentar o alerta da populacdo infectada, impedindo a transmissao
pelas vias principais, como também para realizar o controle de qualidade do sangue
destinado as transfusdes. De 2009 a 2014, houve 40 casos registrados de transmisséo de
HIV por transfusdo sanguinea no Brasil, 0 que representa uma queda consideravel
guando comparados ao humero de casos registrados no intervalo entre 2003 e 2008, que
foi 131 (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2014). Tal queda demonstra a eficacia de
medidas tomadas pelo governo para melhorar a seguranca de transfusGes de sangue,
como a obrigacao por lei da realizacdo de um teste baseado em acidos nucleicos (NAT)
para identificacdo de sangue contaminado com HIV, a partir do comeco de 2014.

Diferencas genéticas em HIV-1 estabelecem diferentes grupos e subtipos. O grupo
M consiste-se no grupo responsavel pela epidemia de AIDS, enquanto os grupos N, O e P
s&o encontrados raramente, em individuos infectados em regides especificas da Africa. O
grupo M subdivide-se em subtipos A, B, C, D, F, G, J e K. Ainda, virus de diferentes
genotipos, ao dividir o mesmo espaco geografico, podem reproduzir-se dentro de um

hospedeiro, levando ao aparecimento de novos subtipos de HIV com RNA recombinante,
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denominadas formas recombinantes circulantes (CRFs, do inglés circulating recombinant
forms) (Burke, 1997). Até 2005, haviam sido descritos no Brasil 9 subtipos conhecidos de
HIV-1 do grupo M, que ocasiona a maioria dos casos de AIDS no mundo, sendo que ainda
h& consideravel variacdo genética dentro desses subtipos. Somadas a diversidade
flogenética ja conhecida, novas sequéncias recombinantes de HIV-1 estdo sendo
descobertas ano a ano (Leitner et al, 2005). Tamanha variabilidade também facilita o
surgimento de linhagens de HIV resistentes a certas formas de tratamento, uma vez que
mutacdes que garantem resisténcia a drogas podem ser selecionadas com auxilio de
supresséao incompleta da reproducéo viral (Clark et al., 2007).

De acordo com o banco de dados mundial de sequéncias de HIV (Foley et al.,
2013), 68,7% dos virus isolados de individuos infectados no Brasil correspondem ao
subtipo B, 12,5% ao subtipo C e 8,6% ao subtipo F, enquanto de 8% a 10% se enquadram
no grupo de formas recombinantes circulantes, principalmente BC e BF1 (Figura 1).

Em um estudo feito em 2013 no estado de S&o Paulo, foi observada uma
prevaléncia de 38% da forma recombinante BF1 em adolescentes e criangas infectadas
com HIV-1, o que pode indicar uma mudanca na distribuicdo dos subtipos no Brasil
(Sanabani, 2013). O surgimento de novas formas recombinantes e sua propagacdo na
populacdo consiste-se em um novo obstaculo para o desenvolvimento de métodos de
diagnastico eficientes e baratos. Para a concepc¢ao de um teste de imunodiagndstico para
HIV-1 eficaz, é necessario que o anticorpo utilizado se ligue a proteinas de diversos
subtipos de virus. O conjunto de anticorpos e proteinas virais utilizado nos testes deve ser

otimizado de modo a incluir todos o0s subtipos encontrados naquela regiao/pais.

| B 17699 68.7 Z
BC 552 2.4 %

BF1L 1569 6.1 %

[ C 3217 12.5
| F 2213 8.6 2
other 529 2.1 %

total 25779 100.0 2

BRAZIL

Figura 1: Grafico de setores representando a distribuicdo dos subtipos de HIV-1 nas infecg8es
registradas do virus no Brasil. A direita, legenda atribuindo cores a cada subtipo, seguido do niimero total de
casos registrados no pais e a porcentagem relativa ao total de casos (Foley et al. Los Alamos HIV
Database, 2015).
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1.2. DIAGNOSTICO DE HIV-1

A presenca de HIV-1, tipo predominante do virus e geralmente referido apenas
como HIV, pode ser detectada em fluidos corporais de pessoas contaminadas por meio de
trés sinais: o material genético do virus, proteinas virais ou anticorpos anti-HIV produzidos
pelo hospedeiro. O teste com base em &cidos nucleicos (NAT, do inglés nucleic acid test)
tem como objetivo identificar e quantificar a presenca de RNA viral, através de uma
reacdo de PCR, em que sé&o utilizados primers que se ligam a sequéncias conhecidas de
HIV-1. Desse modo, é possivel ndo apenas diagnosticar a infeccdo, mas também
acompanhar a evolucédo do tratamento (Gullett & Nolte, 2015). A limitacdo desse teste
encontra-se no fato de o HIV-1 possuir grande variabilidade genética, tornando dificil a
escolha dos primers para amplificacdo e aumentando a chance de um falso-negativo.
Assim, para aumentar a precisdo do diagnostico, o NAT é realizado utilizando duas
sequéncias conhecidas de HIV-1 como alvos de PCR (Chudy et al., 2012), ou ainda, em
conjunto com ensaios imunoldgicos.

Os testes NAT possuem altas exigéncias de custo, equipamentos, reagentes e
pessoal qualificado, pois deve ser feita a extracdo de RNA do sangue do paciente, sintese
de cDNA e reacdo de PCR quantitativo utilizando uma mistura de primers que se liguem a
sequéncias conhecidas do material genético de diversos subtipos de HIV (Hans &
Marwaha, 2014) e, portanto, sdo utilizados no Brasil apenas para a confirmacdo dos
casos de infeccdo apos a realizacdo de testes prévios, como ensaios imunologicos. O
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA, do inglés enzyme-linked immunosorbent
assay) € uma alternativa mais barata e rapida para o diagnostico de HIV-1, uma vez que
se baseia apenas na utilizacdo de anticorpos ligados a uma enzima ou radiois6topo para
detectar proteinas.

Tanto anticorpos quanto antigenos podem ser detectados através do ELISA. Para
capturar anticorpos, o antigeno é imobilizado em um poco de ensaio de ELISA e incubado
com amostra contendo o anticorpo de interesse. A revelacdo pode acontecer de maneira
direta, em que o anticorpo esta diretamente ligado a uma enzima reveladora, ou indireta,
em que, apés a ligacdo do anticorpo primario, é adicionado um anticorpo secundario
ligado a enzima de revelacdo, que se liga a por¢do Fc do primeiro anticorpo (Figura 2-A).
Através da imobilizacdo de anticorpos na placa do ensaio, também é possivel capturar
antigenos de interesse. Para a deteccdo do antigeno, € utilizado um anticorpo conjugado
que se liga a porcdo exposta do antigeno, formando um complexo anticorpo-antigeno-
anticorpo (ELISA sanduiche) (Figura 2-B).
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Figura 2: Figura esquematica dos tipos de ensaio ELISA. No ensaio indireto (A), um antigeno
imobilizado é utilizado para deteccdo do anticorpo que sera revelado por um anti-anticorpo ligado a
molécula reveladora. No ensaio do tipo ELISA sanduiche (B), um anticorpo imobilizado é utilizado para

capturar o antigeno, que é revelado por meio de outro anticorpo.

Testes de imunoensaio sdo mais baratos e rapidos que os NAT, podendo-se ainda,
por exemplo, utilizar um coquetel de antigenos virais (sintéticos ou provenientes de lisado
de virus) de varios tipos de HIV para capturar imunoglobulinas de resposta a infeccéo
(Tiwari et al., 2012). Em contrapartida, os imunoensaios devem levar em conta a
diversidade de antigenos de HIV-1 existentes, assim como as mudang¢as ha composi¢cao
do soro do hospedeiro no decorrer da infeccdo (Figura 3). Testes de 12 e 22 geracao de
imunoensaios para AIDS possuem como alvo apenas anticorpos anti-HIV, portanto podem
resultar em falso-negativo na fase aguda, quando o sistema imune do organismo ainda
nao comecgou a produzir anticorpos contra o virus (Daskalakis, 2011).

Nas fases 1 e 2, correspondentes as primeiras semanas de infeccdo, ha um
aumento acentuado da concentracdo de virus no sangue, acompanhado por um pico de
proteina p24 (Figura 3). Nessa fase, € critico que seja feito o diagnostico eficaz, uma vez
gue ainda ndo ha sintomas mas ha grande potencial de transmissao.

A descoberta de diferentes fases de deteccdo levou ao desenvolvimento da 42
geracdo de imunoensaios. Além de antigenos de HIV (p24 e proteinas do envelope), esta
nova geracao de testes utiliza anticorpos anti-p24 fixados ao poco da placa de ensaio, de
maneira a possibilitar a captura tanto de anticorpos quanto do antigeno p24 no plasma do

paciente.
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Figura 3: Gréfico da evolugdo da concentracdo de marcadores de infeccdo ao longo dos dias apos
exposicdo ao HIV. Ab: concentragdo de anticorpos anti-HIV produzidos pelo hospedeiro, Segundo Fiebig et
al. (2003), a infeccdo por HIV-1 apresenta 6 fases detectaveis, sendo 1: presenca de HIV no sangue
somente detectado por RNA, 2: deteccdo de RNA e antigeno p24 (p24 Ag), uma proteina bem conservada
em HIV-1, 3: deteccdo de RNA, antigeno e anticorpos anti-HIV (Ab), e 4,5 e 6: deteccdo de diferentes
anticorpos e presenca de bandas especificas de HIV-1 em Western blotting.

1.3. APROTEINA P24

A proteina p24 forma o capsideo que protege o material genético do HIV-1, sendo
relativamente bem conservada em diversos subtipos do virus e a proteina com menos
variabilidade entre todas as proteinas de HIV (Figura 4). O antigeno p24 também é
detectavel em fluidos de individuos recém-infectados. Dessa maneira, a doenca pode ser

reconhecida tanto na fase aguda quanto nas fases seguintes (Daskalakis, 2011).

50 100 150 200 250 300 350 400 450 50

£3AA

Sub-protein_map p17 2 p2p7pipb
p24 A3 p7 pb

p2 pl

Entropy_M_group

Figura 4: Representacéo do grau de variabilidade da sequéncia das proteinas codificadas pelo gene
Gag de HIV-1, entre os subtipos do virus HIV-1. As proteinas sdo identificadas pelas barras horizontais
cinzas. Em laranja é mostrado o coeficiente de variabilidade (“Entropia de Shannon”) por aminoéacido, cujo
valor é definido segundo Foley e colaboradores (Foley et al. 2013) e varia entre ~0,01 (muito conservado) e

~2,7 (altamente variavel). O valor de entropia é calculado com base no alinhamento de genomas virais de
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todo o grupo M de HIV-1. Destaca-se o menor grau de variabilidade da proteina p24, quando comparada
com as demais proteinas Gag.

A proteina do capsideo é formada a partir dos precursores codificados pelo gene
Gag, que junto com Pol e Env formam o genoma do HIV-1. Enquanto o gene Env codifica
proteinas do envelope viral e Pol, as enzimas chave da infeccdo, integrase, protease e
transcriptase reversa, o gene Gag codifica demais proteinas que formam a estrutura do
virus, como a p24 (Domenech & Neira, 2013).

A determinacdo da estrutura tridimensional da proteina p24 mostrou que cada
mondmero possui dois dominios, o dominio C-terminal (CTD) e o dominio N-terminal
(NTD), conectados por um linker flexivel (Figura 5-A). Para a formacao do capsideo, que
possui formato cbnico, as proteinas p24 agrupam-se em hexameros (Figura 5-B). Os
mondmeros que formam esse hexamero mantém a estrutura das subunidades do
capsideo por meio de interacfes intermoleculares entre NTD-NTD, CTD-CTD e NTD-
CTD, assim como interagcbes CTD-CTD entre hexameros adjacentes (Domenech & Neira,
2013).

A) B)

" ﬁ_ew &
Eé .a ﬁ, ‘
Dominio N-terminal Dominio C-temrminal .

HIV capsid

Figura 5: A) Representacdo da estrutura tridimensional de um mondmero da proteina p24 de HIV-1

(Monaco-Malbet et al., 2000. PDB: 1E6J). As estruturas em vermelho representam a-hélices. A proteina
divide-se em dominios N-terminal e C-terminal, ligados por um linker flexivel. B) Estrutura de hexameros de
p24 e agrupamento de hexdmeros para formar o capsideo viral (em formato conico). (Gres et al. 2015, Zhao
et al., 2013)

Apesar de ser bem conservada, a proteina p24 possui variagbes em sua sequéncia

de aminoéacidos entre determinados subtipos de HIV-1. Foi demonstrado que a
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substituicdo de um Unico amino&cido na sequéncia da proteina, que ocorre naturalmente
em alguns subtipos de HIV-1, pode impossibilitar a ligagdo de um anticorpo anti-p24
especifico ao epitopo em que ocorreu a mutacao (Vetter et al., 2015), o que se consiste
em um obstaculo para a construcdo de anticorpos que consigam reconhecer antigenos de

uma larga gama de subtipos de HIV-1.

1.4. ANTICORPOS

Anticorpos do tipo Imunoglobulina G (IgG) apresentam uma estrutura em forma de
‘Y’, sendo que a base representa a porgédo constante (Fc), que modula a resposta imune
do organismo ligando-se a receptores e proteinas do sistema complemento, e 0os bracos
representam a porgcao reconhecedora de antigeno (Fab), onde o antigeno especifico é
ligado. Tipicamente, IgGs contém duas cadeias pesadas idénticas, ligadas por pelo
menos duas pontes dissulfeto, e duas cadeias leves idénticas, ligadas as pesadas por
uma ponte dissulfeto. A extremidade da porcao Fab, que se liga ao antigeno, € chamada
de porcao variavel (Fv), pois apresenta uma grande variabilidade de estrutura terciaria de
um anticorpo para outro, permitindo que anticorpos IgG reconhecam uma larga gama de
antigenos (Figura 6-A) (Janeway, 2001). A cadeia peptidica do antigeno que interage

diretamente com o anticorpo que o reconhece € denominada epitopo.

A) B)

Fv

Fab

1gG Fab

Figura 6: Estrutura convencional de anticorpo IgG (A) e do fragmento de reconhecimento do
antigeno (Fab) em separado (B). Em vermelho: fracdo varidvel pesada (VH) e leve (VL). Em azul: fracao
constante pesada e leve. Bastdes em preto representam pontes dissulfeto (Frenzel et al., 2013).

As sequéncias mais importantes para a determinacdo da especificidade do
anticorpo com relacdo ao reconhecimento do antigeno sdo as sequéncias determinadores

de complementariedade (CDRs, do inglés complementarity determining regions). Elas
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correspondem as regifes da cadeia polipeptidica que geralmente fazem contato direto
com o epitopo e formam alcas expostas na extremidade da fracdo variavel do anticorpo
(Figura 7). As fracBes varidveis das cadeias leve e pesada apresentam 3 CDRs cada
uma, numeradas CDR1, CDR2 e CDR3. A CDR3 é a que apresenta maior variabilidade
dentre diferentes IgGs, sendo a responsavel pela maior parte dos contatos com o
antigeno (Paul, 2013).

A)

Figura 7: A) Representacdo da estrutura tridimensional da fracdo variavel de um anticorpo 1gG de
Ihama que reconhece o antigeno gpl20 e suas CDRs 1, 2 e 3 (em amarelo, laranja e salméo
respectivamente). B) Aproximacao da regido dos CDRs. As cadeias laterais dos residuos em destaque sdo

importantes para a interacéo intramolecular do anticorpo, estabilizando a sua estrutura (Hinz et al., 2010).

Para a producdo de anticorpos para diagnostico e tratamento, deve-se levar em
conta o grau de especificidade do anticorpo desejado. Anticorpos policlonais, que se ligam
a diferentes epitopos de um mesmo antigeno, sao utilizados, por exemplo, para manter
uma protecao passiva. A producdo de anticorpos policlonais é feita através da inoculacéo
do antigeno alvo em um animal (e.g. rato, coelho), o que induz a producdo de anticorpos
para esse antigeno pelos linfocitos-B. Os anticorpos sao, entdo, purificados a partir do
soro coletado do animal (Lipman et al., 2005).

Anticorpos monoclonais, que visam um epitopo especifico, também podem ser
manipulados e produzidos em larga escala, geralmente em células de mamifero, bactérias
ou levedura. A vantagem do uso desse tipo de anticorpo estd na alta especificidade,
tornando-o uma ferramenta Gtil em tratamentos que visam um alvo determinado, como um

receptor ou um virus. Um anticorpo contra um receptor especifico de células cancerosas,
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por exemplo, pode recrutar células de resposta imunolégica do organismo para degrada-
las (Lipman et al., 2005).

A estrutura convencional de IgGs exige um alto controle de expressao e
enovelamento da proteina, o que € de dificil reproducdo in vitro. Essa limitacdo, aliada ao
avanco de técnicas de manipulacdo genética, observando a ocorréncia na natureza de
diferentes tipos de anticorpos com estruturas mais simples, como de camelideos
(Welosowski et al, 2009), levou ao desenvolvimento de fragmentos de anticorpos, que
podem ser produzidos mais facilmente e com maior aproveitamento, mas ainda mantendo
a funcionalidade desejada. Os fragmentos de anticorpos mais utilizados em diagnéstico
sdo os Fab (Figura 6-B) e fragmentosde anticorpos de fracdo variavel de cadeia Unica
(scFv, do inglés single chain variable fragment). Por serem menores que o IgG
convencional, o processo de dobramento da proteina requer menos controle, tornando-os

bons candidatos para expressédo em procariotos (Frenzel et al., 2013).

1.5. ESTRUTURA E PROPRIEDADES DOS AMINOACIDOS

Para a realizacdo de analises estruturais de interacdo proteina-proteina, como
entre um anticorpo e 0 seu antigeno, € necessario ter um conhecimento sobre as
caracteristicas de cada aminoacido, uma vez que sado interacdes entre eles que irdo
determinar a afinidade de uma interac&o proteina-proteina, bem como a estrutura terciaria
de cada proteina.

A estrutura basica das proteinas compreende a cadeia principal e as cadeias
laterais, sendo a primeira formada pelos carbonos-a de cada aminoacido e as ligagdes
peptidicas entre eles e a segunda. As cadeias laterais de cada aminoacido projetam-se a
partir da cadeia principal da proteina, influenciando no seu dobramento e em interacdes
intra e intermoleculares (Nelson & Cox, 2011). O carbono central da estrutura basica do
aminoéacido € denominado carbono quiral (com excecao de glicina), ou carbono-a e esta
ligado ao grupo amino e ao grupo carboxila (cujos atomos N, C e O sdo assim
denominados na nomenclatura estabelecida) (Figura 8-A). Além do carbono central, os
atomos que formam a cadeia lateral do aminoacido, quando repetidos, também recebem
um sufixo representativo de sua posi¢do, como exemplificado na figura 8-B.

A ligacao peptidica consiste-se em uma ligacdo covalente entre o grupo carboxila e
0 grupo amino de dois aminoacidos. Com essa reag¢do, 0 grupo carboxila perde uma
molécula de hidrogénio e uma de oxigénio, enquanto o grupo amino libera uma molécula

de hidrogénio. Ocorre, entdo, a formacdo de uma molécula de agua e da ligagcédo
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covalente entre o nitrogénio de um aminoécido e o carbono do grupamento carboxila de
outro (Figura 8-C). Tal reacdo requer consumo de energia, fornecida em sistemas vivos na
forma de ATP (Nelson & Cox, 2011).
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Figura 8: A) Representacdo da estrutura geral de um aminoacido, sendo um carbono ligado aos
grupos amino e carboxila (que formam as ligages peptidicas) e um radical variavel. B) Representacéo da
estrutura de uma serina. Em vermelho: nomenclatura utilizada para cada atomo da serina. C)
Representacdo da formacédo de uma ligacdo peptidica. O grupo carboxila de um amino&cido reage com o
grupo amino de outro aminodcido, liberando uma molécula de 4gua e a formacdo da ligagdo peptidica

(Russell et al., 2010).

De forma geral, as cadeias laterais dos aminoacidos podem ser classificadas em
hidrofébicos e hidrofilicos, sendo estes polares ou carregados (positivamente ou
negativamente), tais caracteristicas conferindo propriedades especificas de interacdo com
outras cadeias laterais ou ligantes. Além disso, a presenca de certos residuos pode
interferir na flexibilidade da cadeia polipeptidica. Enquanto a glicina, por exemplo, confere

flexibilidade a cadeia e esta geralmente presente em regides do tipo algca, a prolina



18

confere rigidez & cadeia devido a sua cadeia lateral formar uma estrutura em anel com
seu o grupo amino (Van Vranken e Weiss, 2013). A Figura 9 mostra uma forma de

classificacdo dos aminoacidos.
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Figura 9: Representacdo dos aminoacidos e sua classificacdo segundo propriedades das cadeias
laterais. Por cores, estdo separados 0s grupos dos aminoacidos com cadeias laterais polares nao
carregadas (verde), carregadas negativamente (vermelho), carregadas positivamente (azul e H, em cinza),
apolares aromaticas (roxo e Y, em rosa claro), apolares com enxofre (amarelo) e apolares alifaticas (cinza
claro). G e P (cinza escuro) estdo separados em um grupo que exerce maior influéncia na flexibilidade da
cadeia principal. H e Y estéo separados de seus grupos por também apresentarem caracteristicas de outros

grupos (H também possui cadeia lateral aromatica, enquanto Y também pode agir como um doador de

prétons) (retirado de Van Vranken e Weiss, 2013).

As cadeias laterais de cada aminoacido, para formar interacbes com cadeias
laterais de outros aminoacidos (dentro da mesma proteina ou com uma proteina diferente)
devem romper as interacdes com as moléculas de &gua adjacentes (dessolvatagao).

Aminoacidos polares interagem mais fortemente com as moléculas de agua do solvente,
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formando ligacdes de hidrogénio. Logo, para a formacao de uma ligacdo com outra cadeia
lateral polar, o custo energético de dessolvatacao exigido € maior do que, por exemplo, na
interagdo entre dois amino&cidos hidrofébicos. Dessa maneira, interagdes entre
aminoacidos hidrofébicos ocorrem mais frequentemente do que entre aminoacidos
polares em regides ndo expostas da proteina, sendo importantes para 0 seu
enovelamento (Van Vranken e Weiss, 2013). Outra caracteristica importante para
diferenciar aminoacidos que pode influenciar na interagdo proteina-proteina é o tamanho
de sua cadeia lateral. Em uma interacao proteina-proteina, um residuo com uma cadeia
lateral longa, como a arginina, pode alcancar a cadeia principal ou lateral de um residuo
gue esteja mais distante e formar uma interacdo polar entre os dois residuos. Em
contrapartida, residuos de cadeia lateral curta podem dar espaco para que um residuo do
parceiro de interacdo se aproxime da molécula, sendo que a substituicdo de um desses
residuos por um que contenha uma cadeia lateral longa pode impedir a aproximacgao do
parceiro de interagéo.

1.6. ANALISE ESTRUTURAL COMO FERRAMENTA PARA OTIMIZACAO DE
ANTICORPOS

Estruturas de proteinas determinadas através de cristalografia de raios X
compreendem a maioria das estruturas disponiveis em bancos de dados online
atualmente e consistem-se em ferramentas importantes para diversas analises. A analise
estrutural in silico de proteinas é bastante util como estudo inicial buscando otimizar
interacdes proteina-proteina ou proteina-ligante, como por exemplo a afinidade de um
anticorpo pelo antigeno. Diversas plataformas e programas de otimizacdo da estrutura de
proteinas estdo disponiveis para uso e oferecem ferramentas capazes de simular, in silico,
a reconstrucao de proteinas por meio de variacbes na cadeia principal e mutacées na
sequéncia de aminoacidos (Pantazes et al, 2014). Através dessas simulacdes a nivel
molecular, testes in silico servem como uma forma de triagem, ou um passo inicial de
estudos que seriam muito dispendiosos caso testassem todas as possibilidades (e.g.
interacdo de uma enzima com diversos ligantes) in vitro.

Para otimizar a afinidade de anticorpos com o antigeno, métodos in silico permitem
modelar o sitio de interacdo com o antigeno e testar os modelos criados por meio de
simulagdes das interacdes (docking) e célculo da variacio da energia livre de interacéo. E
possivel ainda realizar aproximacdes com relacdo a orientacdo relativa das frages

variaveis das cadeias leve e pesada (Kuroda et al., 2012).
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Como exemplo de analises estruturais aplicadas a otimizacdo da interacéo
antigeno-anticorpo, Kiyoshi e colaboradores (Kiyoshi et al., 2014) construiram uma
biblioteca virtual de mutagcdes na regido CDR do anticorpo 11K2, utilizado para o
tratamento de doencas inflamatérias. Para cada mutacdo (19 para cada aminoacido) um
modelo molecular foi gerado e a interacdo com o antigeno foi otimizada por métodos de
dindmica molecular. As forgas de interacdo Van der Waals e eletrostaticas de cada
interacao foram comparadas para a triagem dos anticorpos mutantes com maior afinidade
pelo antigeno. Tal triagem permitiu a selecdo de anticorpos otimizados in silico para a
realizacdo de ensaios de interagdo in vitro.

Em outro trabalho (Diskin et al., 2011), foi verificado por meio de analise estrutural
gue um anticorpo anti-gp120 de HIV-1 teria sua area de interacdo com o antigeno
aumentada com a substituicdo de uma fenilalanina na regido CDR-2 por um triptofano,
aumentado a forga de interacdo hidrofébica com a superficie interna de gp120. Ensaios in
vitro de interacdo por ressonancia plasmonica e de neutralizacdo de virus HIV-1
confirmaram o aumento da afinidade do anticorpo com o antigeno e de seu potencial

neutralizador.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Realizar andlises estruturais in silico como estudo inicial para proposta de modelos de
interacdo anticorpo-antigeno-anticorpo para a captura e reconhecimento do antigeno p24
de HIV-1

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Aprender os fundamentos e a utilizacao de ferramentas computacionais necessarias

para analise estrutural de proteinas

- Analisar a regiao de interacao do antigeno p24 com anticorpos anti-p24 de estrutura
conhecida

- Analisar a variabilidade da composi¢cdo de aminoacidos de cada epitopo em subtipos de
HIV-1 presentes no Brasil e mapear estas variacées na regido de interface antigeno-

anticorpo
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3. METODOLOGIA

3.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA E LEVANTAMENTO DE ESTRUTURAS CONHECIDAS
DE ANTICORPOS ANTI-P24

Para a analise comparativa entre diferentes anticorpos anti-p24, foi feita busca das
estruturas disponiveis no banco de dados de estrutura de proteinas Protein Data Bank
(Berman et al, 2000) e de publicacbes que incluam a resolucdo de uma estrutura
tridimensional de um anticorpo anti-p24 de HIV-1.

Para a captura e reconhecimento do antigeno em um teste de imunodiagnéstico,
sdo necessarios anticorpos que se liguem a dominios diferentes do antigeno (C-terminal
ou N-terminal). Portanto, o levantamento englobou anticorpos conhecidos para o
reconhecimento de ambos os dominios.

Para a visualizacdo dessas estruturas, tanto individualmente quanto em complexo
com o antigeno/epitopo, foram utilizados softwares de visualizagdo da estrutura
tridimensional de proteinas PyMOL (Schrédinger LCC) e Coot (Lohkamp et al., 2005).

Foi feito um levantamento de dados referente as regides de interacdo com o
antigeno de cada anticorpo (cadeias leve e pesada), a sequéncia de seu respectivo
epitopo em p24 e os resultados descritos pelos autores, dos artigos referéncia de cada

estrutura, com relacéo a especificidade/afinidade da ligacéo.
3.2. ANALISE DAS INTERFACES DE INTERACAO ANTIGENO-ANTICORPO

As interacdes dos diferentes anticorpos com 0 seu respectivo epitopo no antigeno
p24 foram analisadas e comparadas com relacdo ao numero e tipos de interacdes entre
0os pares de residuos. Para essa analise, foram utilizados a plataforma PDBe PISA
(Krissinel e Henrick, 2007) disponibilizada pelo Instituto Europeu de Bioinformatica (EBI) e
o software LigPlot+ (Laskowski & Swindells, 2011).

O PDBe PISA permite calcular dados referentes as propriedades quimicas e
estruturais de interacBes proteina-proteina. A partir de um arquivo de coordenadas
atbmicas, a plataforma fornece informa¢des sobre o nimero de residuos que participam
da interacdo em cada uma das moléculas e, especificamente, os que formam ligacfes de
hidrogénio e pontes salinas. Sdo também calculados os valores de AG (kcal/mol) e a area
da superficie molecular (A?%) envolvida na interac&o, tanto para cada residuo como para a

interface total de interacdo entre as duas moléculas. O valor de AG é calculado como a
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diferenca entre a energia de solvatacdo das estruturas e dos residuos isolados com a
energia de solvatacdo na formagdo do complexo. O calculo é cada feito sem levar em
conta a formacéo de ligagbes de hidrogénio e pontes salinas na interface de interagéo, o
que limita o uso da comparagdo do AG como andlise da interface de interacdo. Desse
modo, AG negativos indicam apenas que a formagao de intera¢des hidrofobicas e de Van
der Waals em uma interface séo favoraveis energeticamente.

O programa LigPlot+ também realiza uma andlise da regido de interagdo entre
duas moléculas e constr6i uma representacdo bidimensional dos pares de interacdo
envolvidos na formacdo de um complexo proteina-proteina ou proteina-ligante,
distinguindo distancia entre os residuos e o tipo de interacdo, entre ligacdes de hidrogénio
ou interacdo hidrofébica. Dessa maneira, foi possivel identificar os residuos envolvidos
em interacdes hidrofébicas com a formacdo do complexo, que também contribuem de
maneira importante para a estabilidade da interface entre antigeno e anticorpo.

Com a comparacdo dos dados obtidos através dos dois programas, foi possivel
determinar os pares de interacao envolvidos na formacdo dos complexos e os valores de
AG e area da interface de interacéo para cada par, assim como para a interface total. Com
a mensuracao da energia envolvida nas interacdes proteina-proteina, torna-se possivel
comparar diferentes complexos antigeno-anticorpo e a andlise do efeito causado por

mutacdes pontuais na regiao de interface desses complexos.

3.3. ENSAIOS DE DOCKING MOLECULAR

Os ensaios de docking (ou ancoragem molecular) entre os fragmentos de anticorpo
e 0S seus respectivos antigenos foram feitos utilizando a ferramenta disponivel online
Rosetta Docking (Lyskov & Gray, 2008).

O Rosetta Docking utiliza um algoritmo que faz uma busca local testando diferentes
conformacdes de interacdo entre duas proteinas a partir de uma dada posicao inicial. O
algoritmo gera 1000 simula¢cdes independentes e aleatérias a partir de modificacbes nas
posicdes das duas proteinas, passando por duas fases de andlise de possibilidades, uma
de baixa e uma de alta resolucéo.

Na fase de baixa resolucdo, sdo testadas diferentes posicbes e orientacdes da
cadeia de cada proteina como corpo rigido, sendo as cadeias laterais representadas por
pseudoatomos. Apos a fase de baixa resolucdo, na chamada fase de alta resolucdo, sdo
testados diferentes rotameros das cadeias laterais. Em cada fase, o programa calcula um

score de energia total do complexo gerado no docking, sendo que complexos com maior
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score sd0 mais energeticamente favoraveis. Na fase de baixa resolucdo, esse score é
maior em posi¢cdes de corpo rigido que incluam uma maior superficie de contato, evitando
sobreposicao das proteinas, e leva em conta a probabilidade de ocorréncia dos pares de
interacdo. Na fase de alta resolugcdo, o score de energia é calculado com base em
interacOes de Van der Waals, formacao de ligacdes de hidrogénio que sejam dependentes
da orientacdo dos residuos envolvidos, custo de dessolvatacdo e probabilidade de
ocorréncia de rotameros. Além do score de energia, também é calculado o deslocamento
gue cada atomo sofreu apés o docking com relacdo a sua posicao inicial (determinada
pelas coordenadas tridimensionais do arquivo de coordenadas atdbmicas do modelo
inicial). Um valor de RMSD (do inglés, root-mean-square deviation) também € calculado,
representando a média desses deslocamentos em todo o complexo (Lyskov & Gray,
2008).

Como resultado, o programa fornece arquivos de coordenadas das 10 estruturas
gue apresentaram menor produto score x RMSD (quanto menor a energia total do
complexo e a perturbacédo com relacdo a estrutural original, mais adequada a estrutura
resultante como um modelo de docking) (Figura 10). No presente trabalho, para cada
ensaio de docking utilizando o Rosetta Docking, foi selecionado apenas a estrutura de

menor produto score x RMSD para as analises subsequentes.

Interface score I_sc / RMSD and Top-10 "I_sc score models”
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Figura 10: Gréfico disponibilizado pelo programa RosettaDocking com os modelos obtidos apds o
docking (eixo X: RMSD, eixo Y: score de energia. Os modelos com menor produto score x RMSD formam
um aglomerado no gréfico, sendo que estdo destacados em azul escuro os 10 modelos com menor produto
score x RMSD.
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No presente trabalho, os ensaios de docking foram utilizados para testar diferentes
modificagfes na sequéncia de aminoacidos dos fragmentos de anticorpos e no antigeno
(ver item 3.4 da metodologia) e suas possiveis influéncias na interacdo do complexo.
Entretanto, antes dessas analises, foi necessério validar a metodologia utilizada, por meio
de ensaios controle positivos e negativos.

Como controle positivo, foi realizado docking molecular utilizando os arquivos de
coordenadas atdmicas dos complexos antigeno-anticorpo sem nenhuma modificacdo em
sua sequéncia de aminoacidos. Apés o docking, verificou-se se as caracteristicas da
interface de interacdo (obtidas através do PDBe PISA e LigPlot+) permaneceram as
mesmas do que antes do docking. Tal teste permitiu verificar se 0 método utilizado pelas
plataformas de docking poderia por si so alterar significativamente a interface de interacao
das moléculas e a formacédo dos pares de interacdo entre residuos.

Como controle negativo, foram introduzidas substituicbes pontuais de aminoacidos
nas sequéncias do antigeno p24 ou do anticorpo, visando a quebra de ligacdes de
hidrogénio e pontes salinas presentes na estrutura original. Para cada estrutura, foram
escolhidos pares de interacéo criticos, como as ligacbes de hidrogénio envolvendo uma
ou mais cadeias laterais de aminoacidos, para a introducdo de uma mutacdo pontual
através do software Coot.

Quando disponiveis, dados obtidos em experimentos in vitro, descritos nos
mesmos estudos de obtencédo das estruturas de cada complexo, também foram levados

em conta para a realizacdo dos ensaios de docking controle.

3.4. ANALISE E MAPEAMENTO DA VARIABILIDADE DE EPITOPOS NA INTERFACE DE
INTERACAO

Para garantir a abrangéncia da ligacdo do anticorpo com o0 antigeno, 0 epitopo
reconhecido deve estar conservado entre os genomas de diversos subtipos de HIV-1.

Utilizando bancos de dados de sequéncias genéticas Los Alamos HIV Database
(Foley et al. 2013), os epitopos de p24 reconhecidos por cada anticorpo foram analisados
com relacdo a variabilidade de sua sequéncia entre subtipos de HIV-1 presentes no Brasil.
Serdo considerados os subtipos: B, BC, BF, BFl, F1, C, D, U, O2-AG e O para o
mapeamento, sendo que os subtipos B, BC, BF1, F1 e C séo prevalentes em 98% dos
isolados virais no Brasil até 2015. Os demais subtipos, apesar de ocorréncia rara, também
ja foram identificados em individuos infectados no Brasil (Foley et al. 2015).

Os aminoécidos, contidos nos epitopos, que apresentaram substituicdo entre os
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subtipos de HIV-1 foram mapeados na regido de interacdo utilizando o programa de
visualizacdo de estruturas Coot e avaliados conforme sua participacdo na interface de
interagdo, com base nas andlises feitas com o PDBe PISA e o LigPlot+. Para cada
complexo antigeno-anticorpo, foram escolhidos para andlise pares de residuos envolvidos
em ligacdes de hidrogénio ou interagdes hidrofobicas entre as duas moléculas e ainda
qgue incluem um residuo do antigeno p24 que sofre uma variacdo significativa entre
diferentes subtipos de HIV-1.

ApOs a realizacdo dos ensaios controle, foram escolhidas variacdes de residuos do
antigeno p24 consideradas “criticas” para a interagao entre o anticorpo e o antigeno para
serem testadas em novos ensaios de ancoragem molecular. Os tais residuos criticos
foram escolhidos com base no grau de sua variacao (se eles sao substituidos por outro
residuo de caracteristicas diferentes em outros subtipos de HIV-1) e na presenca dos
mesmos em regides de interacdo direta com o anticorpo.

Para cada complexo antigeno-anticorpo, as variagcdes de aminoacidos do antigeno
avaliadas como sendo criticas para o seu par de interacdo foram aplicadas na estrutura
do complexo através do Coot. Utilizando as plataformas Rosetta Docking e HADDOCK
2.2., foi feito um docking com a estrutura mutada, e a interface de interacéo resultante foi

analisada com o PDBe Pisa e LigPlot+.
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4. RESULTADOS

4.1. LEVANTAMENTO DE ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS CONHECIDAS DE
FRAGMENTOS DE ANTICORPOS ANTI-P24

A partir de buscas no banco de dados Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), foram selecionados os anticorpos Fabl13B5
(Monaco-Malbet et al. 2000; codigo PDB: 1E6J) e Fabl0AF9 (Gu et al., 2013; codigo
PDB: 3VRL) , que se ligam a regido C-terminal do antigeno p24, e os anticorpos FabCB41
(Keitel et al., 1997; cédigo PDB: 1CFN) e Fab25.3 (Momany et al., 1996; cédigo PDB:
1AFV), que se ligam a regido N-terminal, para realizagdo das andlises estruturais.

Abaixo, esta representada a sequéncia de aminoacidos do antigeno p24 (Foley et
al., 2013) e os respectivos epitopos de cada um desses anticorpos (Figura 11).

PIVONIQGQMVHQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVG
GHQAAMQMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGQMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWM
TNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQE
VKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVL

Figura 11: Sequéncia do antigeno p24. No dominio C-terminal (em vermelho) esta sublinhada a
regido de interacdo com o Fab10AF9 e destacado em amarelo o epitopo reconhecido pelo Fab13B5 (ambos
se sobrep6em nos aminoacidos 'ALGP'). No dominio N-terminal (em azul), esta destacado em amarelo o

epitopo reconhecido pelo FabCB41 e sublinhado o epitopo descontinuo reconhecido por Fab25.3.

4.2. ANALISE ESTRUTURAL DAS REGIOES DE INTERACAO ANTIGENO-ANTICORPO

A sequir, serdo descritos os resultados das analises estruturais para cada complexo
antigeno-anticorpo. Primeiramente, serdo descritos o0s resultados dos complexos
envolvendo os anticorpos que se ligam a regido C-terminal do antigeno p24, Fab13B5 e
Fabl0AF9, seguidos dos anticorpos que se ligam a regido N-terminal, Fab25.3 e
FabCB41, nesta ordem.

Todas as estruturas foram resolvidas pelo método de cristalografia, e para cada
estudo foram feitas analises estruturais com diferentes objetivos. Algumas dessas
analises serdo descritas a seguir e servirdo como dados para dar suporte as analises

feitas no presente trabalho. Todos os anticorpos que fazem parte dos complexos das



28

estruturas utilizadas sédo do tipo Fab, ou seja, apresentam apenas a por¢ado Fab (variavel),
responsavel pela ligacdo ao anticorpo.

4.2.1. Andlise — Fab13b5-p24

4.2.1.1. Fab13B5-p24 — Analise preliminar da estrutura

Monaco-Malbet e colaboradores (Monaco-Malbet et al., 2000) obtiveram modelos
estruturais do fragmento de anticorpo Fab13B5 sozinho e em complexo com o antigeno
p24. Os modelos do Fab13B5 (PDB: 1E60, de resolucdo 1.8 A) e do complexo Fab13B5-
p24 (PDB:1E6J, de resolugdo 3.0 A) foram obtidos através do método de substituicdo
molecular, em que estruturas conhecidas de proteinas homologas sdo utilizadas como
referéncia para a resolucdo dos dados de difracdo do cristal. A estrutura do complexo foi
sobreposta a estrutura previamente descrita da regido C-terminal de p24 (PDB: 1AM3, de
resolucdo 1.7 A) e do Fabl13B5 sozinho (PDB: 1E60, de resolucdo 1.8 A) para
mapeamento das mudancas conformacionais ocorridas com a formagcdo do complexo. A
resolucéo obtida para a estrutura do complexo (3 A) foi menor do que a do anticorpo e do
antigeno sozinhos. Como todas as analises no presente trabalho foram feitas utilizando a
estrutura do complexo de baixa resolucao, tal fato deve ser levado em conta para a
discusséo e conclusdes.

A regidao de interacdo do antigeno p24 com o Fabl3B5 consiste-se no epitopo
continuo 'ALGPAAT(L)EE(MM)TA' (residuos 204 a 217 do antigeno p24), sendo que 0s
residuos entre parénteses nao estdo envolvidos em interacfes diretas com residuos do
Fab. Apenas quatro CDRs do anticorpo Fab interagem com o antigeno, sendo trés delas
da cadeia pesada. A predominancia da cadeia pesada na interacdo com o antigeno é
comum, porém € extremo no caso do Fab13B5, uma vez que as CDR-L1 e CDR-L2 néo
apresentam nenhuma interacdo com p24. Enquanto a cadeia leve forma apenas uma
ligacdo de hidrogénio com o antigeno e possui uma area de interface de interacdo
proxima a 146 A?, a cadeia pesada forma sete pares diferentes com o antigeno por meio
de ligacdes de hidrogénio e apresenta uma &rea total de interacéo de cerca de 515 AZ.

De acordo com as analises de sobreposicao de estruturas, a regido compreendida
entre os residuos da cadeia pesada H99 e H108 (CDR-H3) € a que sofreu maior mudanca
conformacional ap0s a interacdo com o antigeno. Tal mudanca resultou no deslocamento
do residuo E213 do antigeno para a regido entre as CDR-H1 e CDR-H3. Tal residuo forma

uma ligacdo de hidrogénio com Y105, de distancia 2.79 A, e trés ligacdes de hidrogénio
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com T33 da cadeia pesada do Fab (Figura 12). J& com relagdo ao antigeno, o residuo
P207 foi o que sofreu maior deslocamento com a interacdo, mais especificamente o
oxigénio do seu grupo carboxila, que aponta em dire¢Ges diferentes em cada uma das
estruturas e se deslocou 4 A (Figura 13).

Por meio da determinacdo da estrutura de Fab13B5 mutado (A208G), ligado ao
p24, Monaco-Malbet e colaboradores compararam as estruturas a fim de verificar
diferencas na interacdo. Os autores escolheram testar esta substituicdo especificamente,
pois ela ocorre comumente entre diversos subtipos de HIV (Tabela 1). De acordo com os
autores, em resultados nao publicados, néo foi notada nenhuma perturbacdo na interface
de interacdo, com excecdo da remoc¢do do grupo metil, porém houve uma sutil perda de
afinidade do complexo (a metodologia utilizada para aferir a perda de afinidade do

complexo néo foi descrita).

Figura 12: Representacdo tridimensional da interacdo de E213, residuo do antigeno p24 (azul), com
Y105 (ligacdo de hidrogénio com distancia de 2.79 A) e com T33 (irés ligagdes de hidrogénio), ambos da

cadeia pesada (amarelo).
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Fab13B5

Figura 13: Representacéo do deslocamento do residuo P207, encontrado na alga entre as hélices
H10 e H1l no antigeno p24, com a interacdo com Fabl3B5 (vermelho: sem interacdo; verde: apos a
formacao da interacdo) (retirado de Monaco-Malbet et al. 2000).

4.2.1.2. Fab13B5-p24 — Identificacdo dos pares de interacdo e andlise da variabilidade do

epitopo

Abaixo, esta representada a sequéncia do epitopo de p24 reconhecido pelo
Fab13B5 (Tabela 1). Os residuos que formam pares de interacdo com o antigeno, assim
como os residuos do antigeno que sofrem variacdo entre diferentes subtipos de HIV,
estdo em destaque. Os pares de interacdo formados na interface do complexo Fab-p24
foram identificados atraves das analises feitas com os programas PDBePISA e LigPlot+.

O residuo P207 do antigeno p24 foi identificado como sendo importante para a interacéo
entre antigeno e anticorpo, uma vez que, além de participar de interacdes hidrofobicas e
de Van der Waals com o anticorpo, ele sofre significativa mudanca conformacional com a
formacdo da interacdo. O residuo P207 de p24, ainda, sofre variacdo em 3 subtipos
diferentes de HIV-1, sendo substituido por 3 aminoacidos diferentes, como pode ser

observado na tabela 1.
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Residuos do anticorpo que

Residuos do epitopo

Variagdo de residuos do epitopo dentre subtipos de

interagem: (p24): HIV-1:

T92-L (N) A204 (O) G (F1)

W80-L, W90-L, N91-L, F94-| A204

L,

Y50-H (OH) L205 (O)

Y50-H, Y105-H, F94-L L205

Y50-H G206

Y50-H, N59-H P207 S (F1),Q (C), T (V)

Y50-H (OH), N52-H (ND2) |A208 (N, O) G (BC, BF, BF1, F1, C, U, O2-AG, 0), Q (D)

Residuos do anticorpo que

Residuos do epitopo

Variagdo de residuos do epitopo dentre subtipos de

interagem: (p24): HIV-1:
N52-H, T50-H, Y105-H A208
Y33-H, Y50-H, N52-H, Y57-| A209
H, Y105-H
S31-H (O) T210 (OG1) S (BC, BF1, C)
S31-H, T33-H, N52-H T210
L211 I (BC)
S31-H E212

T33-H (OG1, N), Y105-H
(OH)

E213 (OEl1, OE2,
OE2)

S31-H, Y32-H, T33-H, E213
V101-H, Y105-H

V101-H T216
V101-H A217

Tabela 1: Nas duas primeiras colunas: relagdo dos residuos do anticorpo que interagem com 0s

residuos do epitopo de p24, por meio de ligagBes de hidrogénio (fundo azul) e interagc&o hidrofébica (fundo

amarelo). Os atomos que participam das ligacdes de hidrogénio estdo indicados entre parénteses. Os

residuos indicados por “-H” pertencem a cadeia pesada do anticorpo, enquanto os residuos identificados

por “-L” pertencem a cadeia leve. Na terceira coluna estdo listadas as variagbes de aminoacidos para cada

residuo do epitopo, dentro de diferentes subtipos de HIV-1 (listados para cada variagdo entre parénteses).

Substituicbes que modificam as propriedades de carga do mesmo estédo destacadas em vermelho.

Em todos os casos, a prolina (P), um aminoacido apolar e que confere rigidez a

cadeia polipeptidica, é substituida por um aminoacido polar ndo carregado, sendo que a
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glutamina (Q) possui uma cadeia lateral maior que serina (S) e treonina (T). Dessa forma,
€ possivel que as variagdes encontradas no residuo P207 do antigeno p24 possam
interferir na interagdo com o Fab13B5.

Outra variacdo importante encontrada no antigeno esta no residuo AZ208,
substituido por glicina (G) na maioria dos subtipos de HIV-1 analisados na comparacéo,
inclusive os subtipos prevalentes no Brasil BC, BF, BF1, F1 e C. Como ja citado, essa
substituicao foi testada por Monaco-Malbet e colaboradores e resultou em uma sutil perda

de afinidade com o antigeno.

4.2.1.3. Fab13B5-p24 — Ensaios de docking controles

Inicialmente realizamos o que chamamos de ensaios de docking molecular
controles, de forma a garantir a validade das ferramentas computacionais utilizadas para
as analises da interacdo anticorpo-antigeno e eventuais efeitos de mutacdes de residuos
gue participam da interacdo. Como controle positivo, as estruturas de cada complexo
foram submetidas ao mesmo protocolo de docking sem nenhuma modificacdo em suas
sequéncias ou coordenadas. O objetivo foi verificar a reproducédo, apos o docking, das
mesmas caracteristicas e pares de residuos que participam da interacdo. Dessa forma,
variagcbes na superficie de interacdo resultantes do proprio procedimento de docking
poderiam ser avaliadas.

Para o controle negativo, foram feitas mutacfes pontuais na sequéncia do
anticorpo Fab13B5, visando a perda de interacfes entre o Fab e o p24. Foram mutados
residuos que interagem com varios residuos do parceiro de interacado e formam ligacdes
por meio de sua cadeia lateral, tendo sido escolhidos os residuos Y50 e N52 da cadeia
pesada do Fab para a substituicdo por alanina (A), visando a perda das interacdes de
hidrogénio feitas por eles.

Foi feito, ainda, um controle baseado em dados experimentais, reproduzindo a
mesma mutacao realizada por Monaco-Malbet e colaboradores, para analisar e comparar
o resultado com o que foi descrito pelos autores. Foi feita a substituicdo do residuo A208
por glicina, discutida acima como ocorrente em diversos subtipos de HIV, porém verificada
como tendo pouca interferéncia na interacdo com Fab13B5-p24.

O controle positivo manteve os mesmos pares de interacdo por ligacdes de
hidrogénio observados no complexo original (codigo PDB: 1E6J). Entretanto, analisando a
tabela 2, é possivel notar que houve diferencas no nimero de interacdes hidrofébicas e

no AG da interface do antigeno com a cadeia pesada do Fab. Tais diferencas indicam
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alteracdes causadas pelo protocolo de docking.

No controle negativo com as mutagdes Y50A e N52A, diminuiu-se, como esperado,
0 numero total de ligacfes de hidrogénio feitas entre a cadeia pesada e o antigeno p24. A
perda das interac6es originalmente feitas por Y50-H e N52-H com p24 levou a diminuicao
da area total da interface de interacdo e aumento do AG, tanto na interface de interagéo
com a cadeia pesada quanto com a cadeia leve do Fab. No controle realizado com
mutacdo A208G no epitopo, feita no mesmo estudo de obtencdo da estrutura do
complexo, todos os pares que formam ligacdes de hidrogénio foram mantidos, no entanto
uma ligacdo do par E213 do antigeno e T33 do anticorpo ndo ocorreu ap6s o docking.
Houve diminuicdo na area total da interface de interacdo (menor do que a observada no
controle negativo), porém o novo residuo G208 manteve as duas ligacdes de hidrogénio
gue a alanina da sequéncia original faz com N52 e Y50, o que € compreensivel uma vez

gue elas envolvem os atomos N e O da cadeia principal do residuo do epitopo.

Area da interface de

interacdo (A%

AG (kcal/mol)

N° de ligacBes | N° de

de hidrogénio

interacdes

hidrofobicas

Estrutura original H: 515.2, L: 146.5 H:-6.4,L: -3 H:8,L: 1 H:23,L:5
Controle positivo H: 517.2, L: 149.4 H:-5.7,L: -3 H:8,L: 1 H:20,L: 5
Controle experimental — | H:472.9, L: 119.2 H:-5.7,L:-2.4 H:7,L: 1 H:15,L: 2
A208G

Controle negativo — Y50A, | H: 446.7, L: 123.4 H: -5.6,L: -2.5 H:4,L: 1 H:9,L: 3

N52A

Tabela 2: Valores de &rea da interface de interagdo, AG, numero de ligagbes de hidrogénio e
interacBes hidrofébicas entre o antigeno p24 e as cadeias pesada (H) e leve (L) do Fab13B5 nos diferentes
controles realizados.

4.2.1.4. Fab13B5-p24 — Ensaios de docking com variacdes no antigeno p24

Foram realizados ensaios de docking com as trés mutacdes encontradas no
residuo P207 nos subtipos F1, C e U (substituicdo de prolina por serina, glutamina e
treonina respectivamente). Como as substituicbes P207S e P207Q ocorrem nos subtipos
F1 e C, que também incluem outra varia¢do dentro do epitopo cada um (Tabela 1), essas
outras variacdes também foram incluidas no ensaio de docking, de modo a representar
epitopos provenientes destas cepas especificas de HIV-1. As variagbes A204G (subtipo
F1) e T210S (subtipo C), entretanto, ndo sao esperadas como tendo tanta influéncia na

interacdo quanto P207Q e P207S, uma vez que as diferencas nas cadeias laterais dos
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residuos sdo menores. A andlise das interfaces de interacdo esta resumida na tabela

abaixo:

Area da interface de | AG (kcal/mol) N° de ligagBes | N° de interagcbes
interacéo (A% de hidrogénio hidrofébicas
Estrutura Original H: 515.2, L: 146.5 H: -6.4, L: -3 H:8,L: 1 H:24,L: 4
Controle positivo: H: 517.2, L: 149.4 H:-5.7,L: -3 H:8,L: 1 H:19,L: 6
Mutante p24: P207Q, | H:514.2,L:130.2 H:-5.0,L:-2.5 H:11,L: 1 H:22,L: 4
T210S (C)
Mutante p24: P207S, | H: 502, L: 126 H: -6, L: -2.2 H:11,L: 1 H:19,L: 3
A204G (F1)
Mutante p24: P207T (V) H: 515.3, L: 1434 H:-5.7,L:-2.7 H:10,L: 1 H: 20, L: 5

Tabela 3: Valores de area da interface de interagdo, AG e numero de ligacées de hidrogénio e
interacGes hidrofobicas entre diferentes variagbes do antigeno p24 e as cadeias pesada (H) e leve (L) do
Fab13B5. Na primeira coluna, o subtipo de HIV correspondente as substituicées introduzidas é indicado
entre parénteses. Os resultados obtidos para a estrutura original e para o controle positivo séo repetidos

para facilitar a comparacao.

Nas trés variacdes de P207 nos subtipos C, F1 e U ocorre a substituicdo por um
residuo polar ndo carregado na cadeia polipeptidica. A prolina € o Unico aminoacido cuja
cadeia lateral esta diretamente ligada ao grupo amino, formando uma estrutura em forma
de anel ndo aromatico (Figura 9). Tal caracteristica confere maior rigidez ao residuo e
consequentemente a regido da cadeia polipeptidica em que ele se encontra. Ainda,
guando forma uma ligacéo peptidica com o grupo carboxila de outro residuo, o nitrogénio
da prolina ndo se encontra ligado a nenhum hidrogénio, limitando a capacidade de
interacdo por ligacdo de hidrogénio. Dessa maneira, apesar de P207 encontrar-se
préximo a residuos do anticorpo, como Y50 e Y59 da cadeia pesada, ele ndo forma
ligacbes de hidrogénio. Entretanto, com a substituicdo pelos residuos Q, S e T, séo

formadas novas ligacfes de hidrogénio (Figura 14).
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Figura 14: Representacdo tridimensional da regido de interacdo ao redor do residuo 207 do
antigeno p24 (azul) e de residuos da cadeia pesada do Fab (amarelo), sendo: A) interagcdo entre o residuo
P207 da estrutura Fab13B5-p24 original (auséncia de ligacdes de hidrogénio); B) substituicdo de P207 por
glutamina e formacéo de ligacdes de hidrogénio com os residuos Y50 e Y57 do Fab; C) substituicdo de

P207 por serina e formacao de ligacdes de hidrogénio com os residuos Y50 e N59.

Apesar de haver a formacdo de novas ligagcbes de hidrogénio com os epitopos
representativos dos subtipos U, F1 e C, o valor de AG aumentou mais significante na
conformacdo do complexo com o antigeno de C. Com relacdo a area da superficie de
interacdo, o antigeno do subtipo F1 apresentou maior diminuicdo quando comparado com
0 controle positivo a estrutura original. De maneira geral, as substituicdes realizadas,
tanto no residuo P207 quanto em A204 e T210, ndo interferiram na formagéo do complexo

significativamente, levando a crer que ela se mantém favoravel para os trés subtipos
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analisados. Todas as varia¢des levaram a formagdo de novas ligacdes de hidrogénio,

antes néo feitas com a prolina, do antigeno da estrutura original.

4.2.2. Andlise - FabA10F9-p24

4.2.2.1. FabA10F9-p24 — Andlise preliminar da estrutura

O antigeno p24 é de dificil cristalizacdo, uma vez que se consiste em dois dominios
ligados entre si por um linker flexivel. Para superar esse obstaculo, sdo utilizadas técnicas
como a adicdo de mutacbes, como delecBes ou substituicdo de residuos por cisteinas,
para induzir a dimerizacéo da proteina. Gu e colaboradores (Gu et al., 2013) cristalizaram
o dominio C-terminal do antigeno p24 ligado ao anticorpo altamente especifico
FabAl10F9, a fim de otimizar a estabilidade da molécula. A estrutura do complexo, que
formou um dimero (Figura 15), determinada a 3.2 A de resolugdo, mostrou um dimero

formado por meio da interacéo entre as moléculas do antigeno.

Figura 15: Representacao tridimensional da estrutura de FabA10F9 em complexo com a regido C-
terminal de p24. Observa-se a formagédo de um dimero, estabilizado principalmente pela interagéo entre as
moléculas do antigeno (verde). As cadeias pesadas do Fab estdo representadas em vermelho e as cadeias
leves em azul (PDB: 3VRL) (Gu et al., 2013).
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O FabA10F9 reconhece o epitopo continuo ‘PDCKTILRALGP’ da regido C-terminal
do antigeno p24 (residuos de 196 a 207), mais especificamente na a-hélice 10. A interface
total de interacdo compreende uma area de 1140 A% Ambas as cadeias leve e pesada
participam da interagdo com o antigeno, mantida principalmente por empilhamento de
cadeias aromaticas na regido N-terminal da a-hélice 10 e por mdltiplas ligacdes de

hidrogénio ao longo de uma face da a-hélice 10 (Figura 16).

BMJ24 p24-A10F9 complex

p24 CTD

A10F9 heavy chain

Figura 16: Representacgdo tridimensional da interacdo entre FabA10F9 (cadeia leve em amarelo e
cadeia pesada em roxo) e o dominio C-terminal de p24 (azul). A) A a-hélice 10 esta representada em
vermelho. Os residuos que participam da interacdo estdo representados em bastfes, com destaque para as
tirosinas que interagem com o antigeno por empilhamento de cadeias aromaticas. B) Visdo detalhada da
interacdo FabA10F9-p24 (retirado de Gu et al. 2013).
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Os autores dao destaque para o residuo P207 do antigeno (o0 mesmo apontado
como sendo importante na interacdo entre p24 e Fab13B5) como tendo um papel critico
para a ancoragem do dominio C-terminal ao FabA10F9. A estrutura em forma de anel da
prolina 207 interage com os residuos Y105 da cadeia pesada e W92 e Y32 da cadeia leve
do Fab, que formam uma espécie de “jaula” para a P207. Tal conformagéo ocorre na alga
que liga as a-hélices 10 e 11, levando a crer que ela é importante para a estabilizacdo do
complexo como um todo (Figura 16B).

Na extremidade N-terminal da sequéncia descrita como o epitopo do FabA10F9, o
residuo D197 também possui um papel importante na interacdo com o anticorpo. O &cido
aspartico possui uma cadeia lateral com um grupo carboxila carregada negativamente,
gue age como um bom aceptor de prétons e tende a interagir com residuos doadores de
prétons e residuos polares. O residuo D197 forma 5 ligagbes de hidrogénio com
nitrogénios da cadeia principal de serinas (S) e glicinas (G) adjacentes e com 0 oxigénio
de cadeias laterais das serinas 52 e 56 do FabA10F9 (Figura 17).

Figura 17: Representacao tridimensional das ligacdes de hidrogénio formadas entre o residuo D197

do antigeno p24 (azul) e quatro residuos da cadeia pesada do Fab A10F9 (amarelo).

No mesmo estudo, também foram realizados ensaios ELISA utilizando o antigeno
p24 e diferentes mutantes de Fabl0AF9, contendo substituicbes pontuais de residuos
contidos no epitopo reconhecido pelo Fab, a fim de verificar a perturbacdo causada por
cada mutacdo na formacdo do complexo. Gu e colaboradores realizou substituicbes dos
residuos T200 e R203 do epitopo por alanina, a fim de quebrar as ligac6es de hidrogénio
com os residuos S52-H e G103-H de Fabl0AF9 respectivamente. Em ambos os casos,
houve perda da afinidade pelo Fab, mais significativa na mutacdo R203A (Figura 18).

Ambos os residuos T200 e R203 apresentam variagbes em alguns subtipos de HIV-1
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(notavelmente, T200 substituido por lisina nos subtipos BF, BF1, F1 e B, predominantes
no Brasil). Mutantes com substituicdes nos residuos D197 e L205 por alaninas também
resultaram em perda de afinidade entre o antigeno e o anticorpo. Tal resultado leva a crer
gue ambos os residuos sdo importantes para a interacdo, sendo que D197 interage com o
anticorpo por meio de multiplas ligacdes de hidrogénio e L205, por meio de interacdes
hidrofébicas (Gu et al. 2013).
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Figura 18: Grafico de relacdo do sinal de ELISA (OD450nm) com a concentracdo de anticorpo
FabA10F9 utilizado no teste. Os valores indicados séo referentes a ECsy BMJ4 refere-se ao antigeno p24

sem mutacdes (retirado de Gu et al. 2013).

Analisando o grafico referente aos ensaios ELISA realizados por Gu et al (Figura).,
observa-se que as mutacdes R203A e D197A levaram a maior perda de afinidade entre
antigeno e anticorpo, verificado pelo aumento acentuado no valor de ECsp. Tal resultado

leva a crer que os dois residuos sdo importantes para a afinidade entre antigeno e o Fab.

4.2.2.2. FabA10F9-p24 — Identificacdo dos pares de interacéo e variabilidade do epitopo

Na tabela 4, esta representada a sequéncia do epitopo de p24 reconhecido pelo
FabA10F9. Os residuos que formam pares de interagdo com o antigeno, assim como 0sS
residuos do antigeno que sofrem variacdo entre diferentes subtipos de HIV, estdo em
destaque. Os pares de interacdo formados na interface do complexo Fab-p24 foram
identificados através das analises feitas com os programas PDBePISA e LigPlot+.

Apesar Gu e colaboradores atribuirem aos residuos de D197 a P207 a identidade

de epitopo reconhecido por FabA10F9, as analises da interface de interacdo a partir do
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arquivo PDB 3VRL mostraram que residuos do antigeno adjacentes a essa regido, até
N195 e E213, também formam pares de interacdo hidrofébica com o anticorpo,
especificamente com os residuos S56, Y57 e Y59 da cadeia pesada. A tabela 4 apresenta

apenas os residuos presentes no epitopo descrito de FabA10F9.

Residuos do anticorpo que

interagem:

Residuos do epitopo
(p24):

Variagdo de residuos do epitopo dentre subtipos
de HIV-1:

S52-H (OG), S56-H (N, OG),
G55-H (N), S53-H (N)

D197 (OD2, OD2, OD2,
oD1)

S52-H, G54-H, S56-H, Y57-H | D197
Y57-H C198

S53-H (N) T200 (OG1) S (02-AG, U), Q (O)
Y33-H, S52-H, S53-H, T200

Y57-H, T58-H 1201

Y105-H L202

E100%H (OE2), G103-H (O),
N104-H (0), V106-H (N)

R203 (NH2, NH2, NE,
0)

K (BF, BF1, F1, B, D, U, O)

E100-H, G101-H, G103-H,|R203
N104-H, Y105-H, V106-H

R96-L (NH1) A204 (O) G (F1)

V106-H, R96-L A204

S93-L, T94-L L205

Y105-H, W92-L G206

Y105-H, Y32-L, F93-L P207 Q (C), S (F1), T (U)

Tabela 4: Nas duas primeiras colunas: Relac@o dos residuos do anticorpo que interagem com 0s

residuos do epitopo de p24, por meio de ligagbes de hidrogénio (fundo azul) e interacdo hidrofobica (fundo
amarelo). Os atomos que participam das ligacdes de hidrogénio estdo indicados entre parénteses. Os
residuos indicados por “-H” pertencem a cadeia pesada do anticorpo, enquanto os residuos identificados
por “-L” pertencem a cadeia leve. Na terceira coluna estao listadas as variagdes de aminoacidos para cada
residuo do epitopo, dentro de diferentes subtipos de HIV-1 (listados para cada variagdo entre parénteses).
Substituicbes que modificam as propriedades de carga do mesmo estdo destacadas em vermelho. *E100

forma uma ponte salina com R203.

Com relacdo as variacfes observadas em diferentes subtipos de HIV, destacam-se

as mesmas que ocorrem na P207, também presente no epitopo reconhecido por
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Fab13B5, assim como nos residuos T200 e R203. Nos dois Ultimos casos, as
substituicdes observadas abrangem amino&cidos pertencentes ao mesmo grupo, e

portanto acredita-se que nao interfiram de maneira significativa na interagao.

4.2.2.3. FabA10F9-p24 — Ensaios de docking controles

Como controle positivo, foi feito um docking com a estrutura do complexo sem
modificacbes. Verificou-se uma diferenca significativa no numero de ligacbes de
hidrogénio e na area de interface de interagcdo com relacdo ao complexo original ndo
submetido ao docking. Nessa diferenca, destacam-se as 5 ligacdes de hidrogénio feitas
pelo residuo D197 do antigeno na estrutura original em dimero, que ndo sao observadas
apo6s o procedimento de docking. Tal diferenca na interface de interacdo pode ser
decorrente do fato do dimero cristalografico ser estabilizado por uma interacéo entre as
moléculas do antigeno (Figura 15), o que favorece uma conformacdo do complexo
antigeno-anticorpo. Como os ensaios de docking s&o realizados considerando apenas
uma copia do complexo, sua interface pode estar sujeita a uma maior variacao durante o
procedimento de busca da conformacéo mais favoravel para a associacao entre as duas
proteinas.

Como controle baseado em testes experimentais, foram introduzidas as mesmas
mutacdes utilizadas nos testes realizados por Gu e colaboradores (Gu et al. 2013).,
T200A, R203A, L205A e D197A, visando a quebra das ligacdes de hidrogénio observadas
pelos autores e para verificar as mudancas nos valores de area de interface de interacéo
e AG. Enquanto os autores realizaram testes com antigenos contendo cada mutacéo
isoladamente, o teste de docking controle foi feito incorporando todas as variacoes
simultaneamente.

Como controle negativo, foram escolhidos residuos do anticorpo que formam
ligacGes de hidrogénio através de sua cadeia lateral para serem substituidos por alaninas.
Essas substituicbes tém por objetivo a quebra das ligacdes de hidrogénio formadas por
esses residuos e a verificacdo da interferéncia dessas quebras nos valores de AG e na

area de interacdo apos o docking (Tabela 5).
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Area da interface de
interagao (A%

AG (kcal/mol)

N° de ligacdes
de hidrogénio

NO
interacoes
hidrofobicas

de

Estrutura original H: 721.1, L: 231.6 H:-7.3,L:-2.7 H:13,L: 2 H: 20, L: 6
Controle positivo H: 660.4, L: 230.9 H: -10, L: -2.5 H:5,L: 2 H:18,L: 9
Controle experimental - | H: 574.2, L: 232.3 H:-11.0, L: -1.7 H:3,L:3 H:17,L:8
T200A, R203A, L205A,
D197A
Area da interface de | AG (kcal/mol) N° de ligacdes | N° de
interacao (A% de hidrogénio | interacbes

hidrofébicas

Controle negativo — Y57A- | H: 584.7, L: 233.2 H:-9.4,L:-25 H: 4, L:2 H:11,L:9
L, E100A-H, S52A-H,
S56A-H

Tabela 5: Valores de area da interface de interagdo, AG e numero de ligagdes de hidrogénio e
interacGes hidrofobicas entre o antigeno p24 e as cadeias pesada (H) e leve (L) do FabA10F9 nos
diferentes controles realizados.

A introducdo das mutacOes realizadas em ensaios in vitro no trabalho de Gu e
colaboradores levou a uma diminuicdo no nimero de ligacdes de hidrogénio, bem como
na area da interface de interacao (envolvendo a cadeia pesada) maior do que observada
no controle positivo. Dentre os residuos mutados, o Unico que manteve uma ligacao de
hidrogénio foi A203, que reproduziu a interacdo feita na estrutura original entre o oxigénio
da cadeia principal de R203 com o nitrogénio da cadeia do residuo V106-H do FabA10F9.
Em relac&o ao controle negativo, também se observa uma redu¢cdo no numero dos pares

de interacdo e na area da superficie de interface (Tabela 5).

4.2.2.4. FabA10F9-p24 — Ensaios de docking com variacdes no antigeno p24

Assim como no Fab13B5, o epitopo reconhecido por FabA10F9 também contém a
prolina 207, descrita como sendo importante para a interacdo com o Fab13B5 através de
interacdes hidrofobicas. Além de P207, R203 e T200 também sao residuos demonstrados
como sendo importantes para a interacdo com o FabA1l0F9 e que apresentam variacao
dentre subtipos de HIV-1 (Tabela 4). Levando em conta as variacdes observaveis em
residuos que realizam interacbes importantes para a formacdo do complexo, foram
escolhidos os epitopos dos subtipos U, F1 e O de HIV para os ensaios de docking. Cada

um desses epitopos apresenta variacdo em pelo menos dois dos residuos acima citados.
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Area da interface de
interagao (A%

AG (kcal/mol)

N° de ligacdes
de hidrogénio

N° de
interacoes

hidrofébicas

Estrutura original H: 721.1, L: 231.6 H:-7.3,L:-2.7 H:13,L: 2 H: 20, L: 6
Controle positivo H: 660.4, L: 230.9 H: -10, L: -2.5 H:5,L: 2 H:18,L:9
Mutante p24: T200Q, | H: 656.3, L: 232.5 H:-10.3,L:-1.8 H:4,L:4 H:17,L:9
R203K, P207T (V)
Area da interface de | AG (kcal/mol) N° de ligacdes | N° de
interacao (A% de hidrogénio | interacbes

hidrofébicas

Mutante  p24: R203K, | H: 622.6, L: 217.9 H:-10.8,L:-1.1 H:4,L:3 H:19,L:7
A204G, P207S (F1)
Mutante p24: T200Q, | H: 651.5, L: 230.2 H:-11, L: -2.5 H:5,L: 2 H:17,L: 9

R203K, T216V (O)

Tabela 6: Valores de area da interface de interagdo, AG e numero de ligagdes de hidrogénio entre
diferentes variactes do antigeno p24 e as cadeias pesada (H) e leve (L) do FabA10F9. Na primeira coluna,
o subtipo de HIV correspondente as substituicdes introduzidas é indicado entre parénteses. Os resultados

obtidos para a estrutura original e para o controle positivo sdo repetidos para facilitar a comparacéo.

Nos ensaios de docking utilizando os epitopos dos subtipos U e F1, houve perda
de grande parte das ligacdes de hidrogénio, assim como ocorreu no controle positivo. A
substituicdo do residuo R203 por lisina ndo leva a quebra da ligacdo de hidrogénio feita
com V106-H. A area do residuo K203 de p24 (U, F1, O) em contato com o ligante
também é semelhante a observada no residuo original R203 (dados ndo mostrados),
indicando que a substituicio de R203 por uma lisina (observada nos trés subtipos
testados) ndo é significativa para interferir na ligacdo, apesar de o teste in vitro de
mutacdo realizado por Gu et al. ter indicado que o residuo R203 é importante para a
interacdo com o Fab.

As variacdes no residuo P207, da mesma forma que no complexo formado com
Fab13B5, podem interferir no dobramento da cadeia peptidica do antigeno, uma vez que
a prolina confere maior rigidez a cadeia. Novamente, foi observada uma nova ligacédo de
hidrogénio envolvendo o residuo que substitui a prolina 207 nos subtipos F1, U e O,
especificamente com o residuo W92-L. As éareas das interfaces nado sofreram
modificacdes significativas em relacdo ao controle positivo, com uma diminuicdo maior

observada no variante F1.




44

4.2.3. Andlise — Fab25.3

4.2.3.1. Fab25.3 — Andlise preliminar da estrutura

Os dados de difracdo do cristal do Fab25.3 em complexo com o antigeno p24,
foram analisados, em estudo de Momany e colaboradores (Momany et al., 1996). Apesar
de a resolucédo da estrutura obtida ter sido relativamente baixa (3.7 A), a presenca de
hélices do dominio N-terminal de p24 foi confirmada por Ressonancia Magnética Nuclear.

O anticorpo Fab25.3 reconhece um epitopo descontinuo na regido N-terminal do
antigeno p24. Tal regido é formada por 5 a-hélices longas (A, B, C, D e G) e duas curtas
(E e F), sendo que o epitopo reconhecido pelo anticorpo ocupa parte do C-terminal da
hélice D, compreendendo NEEAAEWDRVLP, e dos residuos 100-102 da hélice E. Apesar
de ser raro que um anticorpo se ligue a um epitopo em forma de hélice, a area total de
interacdo e o numero de ligacdes de hidrogénio observados sdo comuns em interacoes

antigeno-anticorpo.

Figura 19: Representacdo da estrutura tridimensional do complexo entre Fab25.3 e o antigeno p24,
mostrando a regido de interacdo. A cadeia pesada do Fab esta representada em vermelho e a cadeia leve
em rosa claro. No antigeno (azul), estdo destacadas as sequéncias do epitopo contidas na hélice D (roxo),
gue interage com as cadeias leve e pesada do Fab, e na hélice E (ciano), que interage com a cadeia leve
do Fab.
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Assim como no estudo da estrutura do FabAl1l0F9, Momany e colaboradores
observaram a formacdo de um dimero, ligado através do fragmento de antigeno, na
estrutura do complexo Fab25.3-p24 (Figura 20). Segundo os autores, a éarea da interface
entre as duas moléculas do antigeno € ligeiramente maior do que a de interacdo entre o
anticorpo e o antigeno, de 795 A?. Entretanto, a area de interface do antigeno com o
anticorpo possui mais ligagdes de hidrogénio intermoleculares, o que, segundo Momany e
colaboradores, leva a crer que ambas as interagcdes tenham afinidades parecidas.

Quatro regides determinantes de complementariedade do anticorpo interagem com
o antigeno, sendo duas da cadeia leve, CDR-L1 (residuos L31-L36) e CDR-L3 (residuos
L96-L98), e duas da cadeia pesada, CDR-H2 (residuo H50) e CDR-H3 (residuos H99-
H105). A analise da interface do complexo Fab25.3-p24 demonstra que ha formacao de
pelo menos 12 ligagdes de hidrogénio, além de uma ponte salina entre R82 do antigeno e
EH50 do CDR-H2 do Fab (Figura 21).

Figura 20: Representacdo tridimensional da estrutura de Fab25.3 em complexo com o dominio N-
terminal do antigeno p24. Observa-se a formacao de um dimero entre os complexos, através da associa¢do
das moléculas do antigeno (verde). As cadeias pesadas do Fab estdo representadas em vermelho e as
cadeias leves em azul (PDB: 1AFV) (Momany et al., 1996).
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Figura 21: Representacao tridimensional da formacgédo de ponte salina entre os residuos R82 de p24
e E50 de Fab25.3.

4.2.3.2. Fab25.3-p24 — Identificacao dos pares de interacéo e variabilidade do epitopo

Abaixo, esta representada a sequéncia do epitopo de p24 reconhecido pelo
Fab25.3 (Tabela 7). Os residuos que formam pares de interacdo com o antigeno, assim
como os residuos do antigeno que sofrem variacdo entre diferentes subtipos de HIV,
estdo em destaque. Os pares de interacdo formados na interface do complexo Fab-p24
foram identificados atraves das analises feitas com os programas PDBePISA e LigPlot+.

Na interface de interacdo entre o Fab25.3 e p24, ocorre a formacdo de uma ponte
salina entre os residuos E50 da cadeia pesada do Fab e R82 do antigeno p24. Esse
residuo nao sofre nenhuma variacdo entre diferentes subtipos de HIV-1, entretanto os
residuos adjacentes D81 e L83 apresentam variacfes. Enquanto D81 é substituido por
uma tirosina no HIV-1 subtipo BF, L83 é substituida por diferentes aminoacidos polares
em diversos subtipos, inclusive em BF, BC e C (Tabela 7). Estas variacbes podem
influenciar na conformacédo da cadeia e, consequentemente, na formacéao da ponte salina

envolvendo o residuo R82.



47

Residuos do anticorpo que |Residuos do | Variacdo de residuos do epitopo dentre subtipos de
interagem: epitopo (p24): HIV-1:

S103-H T72 V (0), G (BF)

Y32-L (O) N74 (ND2)

Y32-L N74

S103-H, P104-H, 134-L E75

S103-H (OG), Y105-H (OH) | E76 (OE2, OE2)

Y32-L AT7
Y32-L, F36-L A78
WO99-H (NE1) E79 (OE2) D (O)
Y99-H, Y105-H E79

N31-L (ND2), Y32-L (OH) D81 (OD2, OD2) | Y (BF)

N32-L, Y32-L D81 Y (BF)

E50-H (OE1, OE2) R82 (NH2, NE)

W99-H, K96-L, Q97L, V98-L, R82

L100-L

N59-H, V98-L L83 V (BC, C), F (BF), | (O2-AG), S (O)
E97-L, VO8-L P85 T (BF)

N31-L (OD1) R100 (NH2) T (0)

N31-L, Y32-L R100 T (0)

Y32-L G101

Y32-L (OH, OH) S102 (N, OG)

Y32-L S102

Tabela 7: Nas duas primeiras colunas: Relac@o dos residuos do anticorpo que interagem com 0s
residuos do epitopo de p24, por meio de ligagbes de hidrogénio (fundo azul) e interacdo hidrofébica (fundo
amarelo). Os atomos que participam das ligacdes de hidrogénio estdo indicados entre parénteses. Os
residuos indicados por “-H” pertencem a cadeia pesada do anticorpo, enquanto os residuos identificados
por “-L” pertencem a cadeia leve. Na terceira coluna estao listadas as variagdes de aminoacidos para cada
residuo do epitopo, dentro de diferentes subtipos de HIV-1 (listados para cada variagdo entre parénteses).

Substituicdes que modificam as propriedades de carga do mesmo estdo destacadas em vermelho.

Dentre as varia¢des encontradas na regido do epitopo reconhecido pelo Fab25.3,
h& predominéancia de substituicdes observaveis em virus do subtipo O e BF. O Unico

residuo que apresenta variagdes dentre outros subtipos de HIV (BC, C e 0O2-AG) é o
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residuo L83. Nesses subtipos, a leucina € substituida por outro aminoacido apolar de
cadeia lateral curta, o que provavelmente ndo causaria uma interferéncia significativa nas
interacdes hidrofébicas feitas pelo residuo. Na variacdo observada no subtipo BF, porém,

o residuo L83 € substituido por um residuo de cadeia lateral polar.

4.2.3.3. Fab25.3-p24 — Ensaios de docking controles

Como controle positivo, a estrutura original do complexo Fab25.3-p24 foi submetida
a um docking sem nenhuma modificagcdo nas sequéncias das cadeias. Como controle
negativo, residuos do anticorpo que formam ligacdes de hidrogénio através de suas
cadeias laterais foram substituidos por alaninas.

O controle positivo apresentou diminuicdo na area da interface de interacdo do
antigeno com as cadeias pesada e leve do Fab25.3, e a ponte salina entre os residuos
R82 de p24 e E50-H foi mantida. Assim como observado para o complexo p24-FabA10F9
o fato da estrutura cristalografica apresentar um dimero do complexo estabilizado pela
associacdo entre as moléculas do antigeno deve ser a causa da maior diferenca
observada entre os resultados das analises da estrutura original e do controle positivo. A
analise da interface do complexo no controle negativo apresentou diminuicdo nas areas

de contato, maior do que a observada no controle positivo.

Area da interface de | AG (kcal/mol) N° de ligacdes | N° de
interacdo (A?) de hidrogénio interactes
hidrofobicas

Estrutura original H: 328.5, L: 409.7 H:-0.1,L:-5.1 H:5 L7 H:7,L: 14
Controle positivo H: 306.7, L: 359.1 H:-1,L:-4.1 H:6,L: 3 H:8,L:9
Controle negativo: N31A-L, | H: 287.8, L: 323.4 H:-2.9,L:-5.7 H:1,L:2 H:5,L: 12

Y32A-L, E50A-H, W99A-H,
S103A-H, Y105A-H

Tabela 8: Valores de area da interface de interagdo, AG e numero de ligagdes de hidrogénio e
interagcBes hidrofébicas entre o antigeno p24 e as cadeias pesada (H) e leve (L) do Fab25.3 nos diferentes

controles realizados.

4.2.3.4. Fab25.3-p243 — Ensaios de docking com variagcfes no antigeno p24

Os antigenos p24 provenientes do virus dos subtipos BF e O sdo 0s que mais
apresentam variagcdo ao longo do epitopo reconhecido por Fab25.3. A estrutura do

complexo descrita no trabalho de Momany et al., 2000, mostra que todos os residuos que
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apresentam variagao dentro destes subtipos de HIV estdo envolvidos em interacdes com
0 anticorpo por ligacdo de hidrogénio envolvendo as cadeias laterais dos residuos ou
interacdo hidrofébica. Dessa forma, os epitopos dos subtipos BF e O foram escolhidos
para a realizacdo de um teste de docking para analise da interferéncia das variacbes na
interacdo com o Fab. No subtipo BF, h&a variacdo nos residuos D81 e L83, adjacentes ao
residuo R82, que forma uma ponte salina com um residuo do Fab.

O teste de docking envolvendo o epitopo referente aos subtipos O e BF levou a um
ligeiro aumento da interface de interacdo, assim como no nuamero de interacdes
hidrofébicas, quando comparado ao controle positivo, tanto na cadeia leve quanto na
cadeia pesada. Também ocorreu quebra da ponte salina realizada entres os residuos R82
de p24 e E50-H.

Area da interface de | AG (kcal/mol) N° de ligacBes | N° de
interacéo (A% de hidrogénio interactes

hidrofébicas

Estrutura original H: 328.5, L: 409.7 H:-0.1,L:-5.1 H:5 L7 H: 10, L: 18
Controle positivo H: 306.7, L: 359.1 H:-1,L:-4.1 H:6,L: 3 H:9,L: 14
Mutante p24: T72G, D81Y, | H: 370.2, L: 356 H:-1.7,L:-4.1 H:3,L:3 H:9,L:9
L83F (BF)

Mutante p24: T72V, E79D, | H: 347, L: 388.5 H:-2.3,L: -4 H:3,L:4 H: 11, L: 15

L83S, R100T (O)

Tabela 9: Valores de area da interface de interagdo, AG e numero de ligagdes de hidrogénio entre
diferentes variacdes do antigeno p24 e as cadeias pesada (H) e leve (L) do Fab25.3. Na primeira coluna, o
subtipo de HIV correspondente as substituicdes introduzidas é indicado entre parénteses. Os resultados

obtidos para a estrutura original e para o controle positivo séo repetidos para facilitar a comparacéo.

4.2.4. Andlise - FabCB41

4.2.4.1. FabCB41-p24 — Andlise preliminar da estrutura

A estrutura tridimensional obtida para o complexo entre FabCB41 e o seu epitopo,
ao contrario das estruturas apresentadas anteriormente, envolve apenas a cadeia
polipeptidica que inclui os residuos que interagem com o anticorpo. O estudo de Keitel e
colaboradores (Keitel et al., 1997), teve como objetivo verificar a interacdo do FabCB41
com diferentes peptideos, para testar a sua poliespecificidade e propensdo a reacdes

cruzadas.
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Além do peptideo derivado do antigeno, de sequéncia GATPQDLNTL (e-pep),
também foram testadas as interacdes com um peptideo homélogo GATPEDLNQKLAGN
(h-pep) e outros dois peptideos néo relacionados com o antigeno. Enquanto os peptideos
e-pep e h-pep, apds a formacdo do complexo, adotaram conformacdes parecidas (Figura
18), formando ligacbes com os mesmos residuos do anticorpo, os peptideos nao-
homélogos ao epitopo também formaram complexos com o anticorpo, porém em
conformacdes diferentes e interagindo com residuos diferentes. Tal fato levou os autores
a concluirem que o anticorpo FabCB41 apresenta poliespecificidade, em que diferentes
moléculas podem ligar-se ao anticorpo, ndo de maneira a reproduzir a interacdo com o
seu ligante natural, mas adotando outros padrdes de contato.

Os autores destacam, na interface de interagéo entre e-pep e h-pep e o FabCB41,
a projecao do residuo D6 do peptideo (D35 no antigeno p24) para formacdo de uma
interacdo importante, que sO pode ser reproduzida por um glutamato, e L7 (L36 no
antigeno), que ndo pode ser substituido por nenhum outro aminoacido para manter a
interacdo antigeno-anticorpo (Figura 20). Tais conclusdes foram tiradas com base em
ensaios ELISA realizados com substituicdes pontuais de residuos do antigeno (Kramer et
al., 1996). Interacbes hidrofébicas e de Van der Waals também s&o observadas na
formacdo do complexo, em que ha contatos envolvendo cadeias laterais de residuos de

CDRs das cadeias leve e pesada do FabCB41.

/1

Figura 20: Representagdo tridimensional da interface de interacdo entre o epitopo (azul) e o
anticorpo, cadeias leve (rosa) e pesada (amarelo). A) Projec@o do residuo D6 por entre as cadeias leve e
pesada do FabCB41. B) Conformacéo do residuo L7 na regido de interagdo, proximo a residuos aromaticos

da cadeia pesada.
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4.2.4.2. FabCB41-p24 — Identificacdo dos pares de interacéo e variabilidade do epitopo

Abaixo, esta representada a sequéncia do epitopo de p24 reconhecido pelo
FabCB41 (Tabela 10). Os residuos que formam pares de interagdo com o antigeno, assim
como os residuos do antigeno que sofrem variacdo entre diferentes subtipos de HIV,
estdo em destaque. Os pares de interacdo formados na interface do complexo Fab-p24
foram identificados através das analises feitas com os programas PDBePISA e LigPlot+.
O epitopo reconhecido pelo FabCB41 é o que apresenta menos variacdes, levando-se em
conta os diferentes subtipos de HIV-1, dentre os epitopos analisados no presente
trabalho.

Nenhum dos residuos do peptideo derivado do antigeno apontados como sendo
importantes para a interacdo com o FabCB41 apresenta variacdo entre subtipos de HIV-1.
Héa apenas duas variagdes observadas, em dois subtipos diferentes. Enquanto o residuo
A31 é substituido por uma glicina em HIV do subtipo BF1, T38 é substituido por uma
metionina em HIV do subtipo O2-AG. Apesar de ser uma variacdo que muda a
caracteristica da cadeia lateral, o residuo T38 faz apenas uma interacdo hidrofobica com
0 anticorpo, além de o subtipo recombinante O2-AG ser de rara ocorréncia em infeccoes

no Brasil.

4.2.4.3. FabCB41-p24 — Ensaios de docking controles

No controle positivo, em que foi realizado docking da estrutura do complexo
original, ndo foram observadas diferencas significativas com relacdo a area de interface
de interacdo e no numero de interacdes hidrofébicas (Tabela 11).

Ainda, foi feito um ensaio de docking com base em dados experimentais do
FabCB41, substituindo os residuos D6 e L7 do peptideo e-pep (correspondentes a D35 e
L36 no antigeno p24), visando o rompimento das ligacBes descritas por Keitel e
colaboradores como sendo importantes para a ligacdo com o anticorpo. Enquanto D35 foi
substituida por uma alanina, para evitar a formacao de interacdes polares com as cadeias
pesada e leve do anticorpo, L36 foi substituida por uma arginina, um aminoacido de

cadeia lateral longa e carregada.
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Residuos do anticorpo que|Residuos do | Variacédo de residuos do epitopo dentre subtipos de HIV-1:
interagem: epitopo
(p24):
D100-H (OE1), Y101-H (OH), G30 (N, N,
Y49-L (OH) 0)
Q1-H G30
Y32-H (OH), R98-H (NH2) A31(0,0) |G (BF1)
Y32-H, D100-H, Y49-L A3l
Y32-H T32
D31-H, Y32-H P33
F32-L, R50-L Q34
K99-H (NZ) D35 (O)
K99-H, D100-H, Y91-L D35
K99-H (NZ) L36 (O)
F32-L, R50-L, D92-L L36
D31-H (O) N37 (ND2)
D31-H, Y32-H, E33-H N37
E33-H T38 M (02-AG)
E33-H, H52-H, S55-H, A59-H,|L39
F94-L

Tabela 10: Nas duas primeiras colunas: Relacdo dos residuos do anticorpo que interagem com 0s
residuos do epitopo de p24, por meio de ligagbes de hidrogénio (fundo azul) e interacdo hidrofobica (fundo
amarelo). Os atomos que participam das ligagbes de hidrogénio estdo indicados entre parénteses. Os
residuos indicados por “-H” pertencem a cadeia pesada do anticorpo, enquanto os residuos identificados
por “-L” pertencem a cadeia leve. Entre parénteses estao identificados os atomos do respectivo residuo que
participam de ligacdes de hidrogénio. Na terceira coluna estéo listadas as variagbes de aminoacidos para
cada residuo do epitopo, dentro de diferentes subtipos de HIV-1 (listados para cada variagdo entre
parénteses). Substituicdes que modificam as propriedades de carga do mesmo estdo destacadas em
vermelho.

Como os autores descrevem o residuo L36 como sendo essencial para garantir a
estabilidade do complexo, a substituicdo por arginina consiste-se em uma mudanca
significativa na cadeia lateral desse residuo, buscando a maior interferéncia nas
interacdes feitas por ele. No controle baseado em dados experimentais, houve ligeira
diminuicdo no valor de AG da interface entre o peptideo e a cadeia leve do FabCB41,
assim como na éarea de interface de interacdo quando comparada com o controle positivo.

Entretanto, a grande alteracao na afinidade do complexo observada pelos autores com a
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mutacdo do residuo L36 ndo foi reproduzida com o ensaio de docking. Como ja
observado na analise da interagdo entre p24 e FabA10F9 que procurava reproduzir 0s
dados experimentais obtidos para mutacdes que causavam drastica diminuicdo na

afinidade antigeno-anticorpo.

Area da interface de | AG (kcal/mol) N° de | N° de
interacéo (A% ligacbes de | interacgdes
hidrogénio hidrofébicas
Estrutura original H: 416.9, L: 277 H:-1.4,L:-4 H:10,L: 1 H: 16, L: 8
Controle positivo H: 417.3, L: 250.8 H:-0.1,L:-4.5 H:10,L: 1 H: 15,L: 6
Controle experimental - | H: 399, L: 266 H:-0.9,L:-2.8 H:10,L:1 H:15,L: 7
D35A, L36R
Controle negativo — D100A- | H: 395.1, L: 255.9 H:-0.8, L:-3.8 H:8,L:2 H: 15, L: 6
H, Y101A-H, Y49A-L,
K99A-H,

Tabela 11: Valores de area da interface de interagdo, AG e numero de ligacdes de hidrogénio e
interacGes hidrofébicas entre o antigeno p24 e as cadeias pesada (H) e leve (L) do FabCB41 nos diferentes

controles realizados.

4.2.4.4. FabCB41-p24 — Ensaios de docking com varia¢cdes no antigeno p24

As duas unicas variacdes presentes no epitopo reconhecido pelo FabCB41 foram
reproduzidas em mutacdes para a realizacdo de ensaios de docking molecular. Espera-se
gue ndo aja mudancas significativas na interacdo antigeno-anticorpo, uma vez que 0
residuo T38 participa apenas de uma interacao hidrofobica e a substituicdo de A31 por G

nao gera mudanca significativa na cadeia lateral do residuo.

Area da interface de | AG (kcal/mol) N° de ligagbes | N° de
interacdo (A?) de hidrogénio interactes

hidrofobicas

Estrutura original H: 416.9, L: 277 H:-14,L:-4 H:10,L: 1 H: 16, L: 8
Controle positivo H: 417.3, L: 250.8 H:-0.1, L:-4.5 H:10,L: 1 H: 15,L: 6
Mutante p24: A31G (BF1) | H: 408.0, L: 230 H: 0, L:-4.1 H:10,L: 1 H: 15,L: 6
Mutante p24: T38M (O2- | H: 417.7, L: 244.8 H:-0.1,L:-4.7 H:10,L:1 H:16,L: 7

AG)

Tabela 12: Valores de area da interface de interagéo, AG e numero de ligagdes de hidrogénio entre
diferentes variacdes do antigeno p24 e as cadeias pesada (H) e leve (L) do FabCB41. Na primeira coluna, o
subtipo de HIV correspondente as substituicdes introduzidas € indicado entre parénteses. Os resultados

obtidos para a estrutura original e para o controle positivo séo repetidos para facilitar a comparacéo.
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N&o foram observadas alteraces significativas nos valores de area de interacao,
AG e numero de ligagcbes de hidrogénio e interagbes hidrofébicas nos testes de
substituicdo quando comparados ao controle, apenas ligeira diminuicdo na area de
interacao observada no complexo com o epitopo do subtipo BF1.

5. DISCUSSAO

Analises in silico de interacdo entre antigeno e anticorpo sdo importantes para a
realizacdo de estudos iniciais de otimizacdo de anticorpos. Tais andlises podem ser feitas
com o auxilio de estruturas disponiveis em bancos de dados e a revisdo da literatura. No
entanto, para toda analise computacional, € necessario estabelecer limites para a
interpretacdo dos resultados. Assim, no presente trabalho, para a analise de cada
interface de interacdo entre o fragmento de anticorpo e o antigeno, foram realizados
testes controle, com o objetivo de auxiliar no estabelecimento desses limites.

Diversos fatores limitar a tomada de conclusbes em analises estruturais e de
interacdo de proteinas in silico. Primeiramente, 3 das 4 estruturas analisadas no presente
trabalho foram resolvidas com uma resolucéo entre 3 A e 4 A. Esse valor é considerado
baixo para a definicdo das cadeias laterais no processo de refinamento da estrutura a
partir do mapa de densidade eletrénica. Porém, durante o processo de docking, as
posicOes das cadeias laterais dos residuos sdo aperfeicoadas a fim de alcancar uma
conformacao energeticamente favoravel.

Foi observada, nas estruturas dos complexos formados entre o antigeno p24 e os
Fabs A10F9 e 25.3, a formacéo de dimeros cristalogréaficos, ambos estabilizados por meio
de contatos entre os fragmentos do antigeno. Analisando as interfaces de interacdo entre
as moléculas do antigeno na formacdo do dimero, verificou-se que elas compreendem
uma area semelhante a da interacdo entre o antigeno e o Fab, sendo que também sao
formadas ligacdes de hidrogénio, indicando uma associacao estavel entre os complexos.
Em ambos os casos, verificou-se uma diferenca significativa na area da interface de
interacdo entre antigeno e anticorpo (mais acentuada no caso do FabA10F9) quando
comparamos a analise feita a partir da estrutura original e os chamados controles
positivos (mesma estrutura submetida ao procedimento de docking). Tal diferenca pode
ser decorrente do fato do dimero cristalografico favorecer uma conformacdo do complexo
antigeno-anticorpo. Como o0s ensaios de docking sdo realizados considerando apenas

uma copia do complexo, sua interface pode estar sujeita a uma maior variacdo durante o
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procedimento de busca da conformacdo mais favoravel para a associacdo entre as duas
proteinas.

Keitel e colaboradores (Keitel et al., 1997) resolveu as estruturas do anticorpo
FabCB41 ligado a cadeias polipeptidicas de 10 e 14 aminoacidos, representativas do
epitopo de p24 reconhecido pelo anticorpo e uma sequéncia homéloga, respectivamente.
Segundo o autor, tais cadeias podem ser utilizadas em testes in vitro de interagcdo, uma
vez que elas mantém um certo nivel de estrutura secundaria semelhante ao que o epitopo
apresenta quando anexado ao antigeno p24. Porém, o dobramento do dominio N-terminal
do anticorpo inteiro, em sua estrutura terciaria, além de possivelmente desencadear
mudancas na estrutura local do epitopo, poderia também formar ligacdes novas com o
antigeno, capazes de interferir na formacédo dos pares de interacao feitos por residuos
contidos no peptideo, consistindo em mais uma limitagdo do meétodo utilizado para o
objetivo de otimizacédo do anticorpo FabCB41.

No estudo do complexo p24-FabA10F9 (Gu et al., 2013), além da resolucéo da
estrutura cristalografica, também foram feitos testes de interacdo in vitro com diversos
mutantes do antigeno. Os autores realizaram mutacdes pontuais, substituindo residuos do
antigeno por alaninas, para avaliar a perturbacdo que cada mutacdo causaria ha
interacdo. Introduzimos tais mutacdes testadas in vitro simultaneamente na estrutura do
complexo FabA1l0F9-p24 para a realizacdo do docking e das analises da interface de
interacdo. Gu e colaboradores observaram que mutacdes nos residuos D197 e R203
levaram a diminuicdo da afinidade do antigeno com o Fab da ordem de 40 vezes, aferida
por meio do ECso em teste ELISA. Tamanha alteracédo indica uma perda significativa na
afinidade do complexo, entretanto ndo pudemos reproduzir tais resultados in silico.

Em um ensaio de docking molecular, é feita uma busca local na interface de
interacdo entre duas proteinas visando a minimizacdo de energia do complexo. Esse
processo dificilmente conseguira reproduzir o que se observa em ensaios ELISA,
realizados para testar substituicGes pontuais de residuos do antigeno, em que uma unica
mutacdo pode abolir a interacdo com o anticorpo. Geralmente, ferramentas de
bioinformatica que permitem calcular/estimar a energia de interacao entre duas moléculas
€ utilizada em screenings, para selecionar as moléculas dentro de uma larga biblioteca
virtual para testes subsequentes. Como feito por Kiyoshi e colaboradores (Kiyoshi et al.,
2014), que utilizou a ferramenta Einteract, do pacote de programas MOE, para realizar
esse tipo de triagem dentro de uma biblioteca de 117800 modelos.

Na metodologia utilizada no presente trabalho, esperou-se observar uma diferenca

nos valores da area de superficie de interacéo (A% e nimero de interacdes entre residuos
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da interface. Entretanto, como foi possivel observar nos testes realizados com o complexo
p24-FabAl0F9, as diferengcas observadas nesses valores ndo reproduzem claramente a
perda de afinidade observada no teste de ELISA, que chegou a descrever a perda de
afinidade do complexo em um fator de 40 vezes. E importante observar que tal fato n&o
se consiste em uma limitacdo para o uso do docking molecular como uma ferramenta de
triagem.

Com relacdo as variagbes nos residuos dos epitopos descritos no presente
trabalho, foram testadas em ensaios de docking aquelas tidas como criticas para a
interacdo do epitopo em especial. De maneira geral, os fragmentos de anticorpos
Fabl3B5 e FabCB41 apresentam menos variagdo do que FabAl10OF9 e Fab25.3. O
epitopo do FabCB41 é o que possui menos variagfes dentre os 4 epitopos analisados. O
subtipo de HIV-1 O2-AG, que inclui a Unica variacdo de residuo significativa observada
nesse epitopo de p24, ja foi sequenciado pelo menos em 31 individuos infectados no
Brasil, de acordo com registro no banco de dados de HIV Los Alamos (Foley et al., 2013).
O epitopo reconhecido por Fab13B5 apresenta algumas variagdes nos subtipos BC, BF1
e C, como no residuo T200, por uma serina. Apesar de esses subtipos ocorrerem com
mais frequéncia no Brasil do que os subtipos B, O e U, essa substituicdo nao foi testada
no presente trabalho, uma vez que a cadeia lateral da treonina assemelha-se em tamanho
e polaridade com a da serina. Além disso, o residuo T200 ndo sofreu mudanca
conformacional significativa com a ligagdo do anticorpo, nas andlises estruturais feitas por
Monaco-Malbet e colaboradores (Monaco-Malbet et al. 2000).

Os estudos de ambas as estruturas de Fabl13B5 e FabAl1lOF9 ligados aos seus
antigenos destacaram o papel do residuo P207 de p24 na estabilidade do complexo.
Enquanto a ligacdo com Fab13B5 provocou uma mudanca conformacional significativa no
residuo, a ligacdo com o FabA10F9 mostra a formacao de um bolséo hidrofébico ao redor
de P207. O residuo sofre substituicdo nos subtipos raros F1, O e U. As variacdes
observadas no epitopo reconhecido pelo Fab 25.3, por sua vez, incluem principalmente os
subtipos O e BF, também de rara frequéncia em individuos infectados no Brasil.

De forma geral, as analises de interacdo entre os fragmentos de anticorpos e 0s
antigenos que incluem variacfes de residuos participantes da interacdo ndo permitiram
levar a escolha dos fragmentos de anticorpos mais adequados para o desenvolvimento de
um diagnostico de HIV-1. Na maioria dos testes de controle negativo realizados, o valor
de AG das interfaces de interacdo nao sofreu as variagdes esperadas que indicariam uma

conformacdo menos favoravel energeticamente.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou como objetivo realizar um estudo estrutural da
interacdo entre diferentes fragmentos de anticorpos anti-p24 e o seu antigeno. Como
discutido previamente, andlises de interagcdo molecular in silico podem ser ferramentas
importantes para estudos iniciais de otimizacdo de proteinas. A realizacdo de testes de
docking molecular e andlises de interface de interacdo podem oferecer dados auxiliares
na escolha de estratégias a serem utilizadas para testes in vitro de interacdo ou ainda
para a construcao de proteinas recombinantes.

A metodologia proposta no presente trabalho apresentou diversas limitagbes para a
tomada de conclusbes a respeito das andlises realizadas. Foi verificado, através dos
ensaios controle, que os testes de docking geram alteracdes na conformacao da estrutura
original, e a minimizacdo de energia ndo necessariamente reproduz a conformacao
encontrada na estrutura cristalografica. Alem disso, os testes realizados incorporando
substituicGes em residuos especificos ndo forneceram resultados claros sobre o eventual
impacto destas substituicGes na associacdo antigeno-anticorpo. Nos testes realizados, a
observacao da area da superficie de interacdo antigeno-anticorpo se consistiu no método
de andlise mais adequado, uma vez que as variagcbes observadas nessa variavel
apresentaram um padrdo paralelo ao observado aos controles baseados em testes
experimentais.

Testes de interacdo de proteinas in silico sempre irdo possuir limitagdes, e devem
ser confirmados com ensaios experimentais. As analises de variacdo de cada epitopo
dentro dos subtipos encontrados no Brasil, por sua vez, jA oferecem informacfes que
podem auxiliar em um estudo que busca a escolha de constru¢cdes especificas para um
teste de ELISA sanduiche. Por apresentarem menos variagcdes que os outros dois Fabs
em seus respectivos epitopos, os Fabs 13B5 e CB41 poderiam ser utilizados em testes in
vitro de interagcdo com os epitopos de sequéncias correspondentes a essas variacoes.
Caso ainda se deseje realizar uma triagem de variacdes de antigenos através de
ferramentas computacionais antes da realizacdo de testes in vitro aplicando essas
variacfes, a metodologia empregada deve ser refinada, testando diferentes ferramentas e
realizando ensaios controle e utilizando dados experimentais como base para ser validada

como uma representacéao satisfatoria da dinamica envolvida nas interac6es analisadas.
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