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Impacto potencial desta pesquisa

Neste estudo apresentamos uma nova metodologia que permite a reprogramação da
estrutura e função das proteínas, projetando moléculas bioativas inteiramente originais.
Esta nova abordagem redefine técnicas computacionais amplamente utilizadas na
pesquisa acadêmica como agente ativo na criação de novos produtos biotecnológicos.

Potential impact of this research

In this work, we present a novel methodology that enables the reprogramming of
protein structure and function, designing entirely original bioactive molecules. This new
approach redefines widely used computational techniques in academic research as an
active agent in the creation of new biotechnological products.
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Resumo

O desenvolvimento de anticorpos miméticos (AM), capazes de combinar a elevada
afinidade e seletividade dos anticorpos com o pequeno tamanho dos peptídeos, tem um
enorme potencial de aplicações na biotecnologia. Neste estudo, demonstramos que o
projeto de AM pode ser realizado por meio de algoritmos genéticos (AG) criados a partir
da combinação de softwares normalmente usados em simulação molecular. Nossos
resultados demonstram que, usando o domínio GB1 da proteína G estreptocócica
como modelo, é possível otimizar a capacidade de reconhecimento molecular de uma
população de AM em poucas gerações. Nos três casos de estudo apresentados, o
AG foi capaz de otimizar a energia livre de ligação (EL) das populações de AM para
valores melhores do que os ligantes nativos. A convergência do AG acontece rapida-
mente, demonstrando que a seleção criteriosa das populações iniciais, baseada nas
interações intermoleculares das superfícies dos antígenos, tem potencial de enfrentar
um dos principais desafios do projeto de moléculas bioativas. Os testes experimentais
imunoenzimáticos, realizados em um dos AM para avaliação da afinidade antigênica,
apresentaram resultados positivos. Estes resultados comprovam que o AG foi capaz
de otimizar a capacidade de reconhecimento molecular de um dos AM. Uma das con-
sequências significativas deste estudo é a descoberta de novos motivos estruturais,
que podem ser concebidos de forma original e inovadora a partir da própria estrutura de
AM, dispensando a necessidade de softwares de predição estrutural e bancos de dados
preexistentes. Por meio do AG desenvolvido neste estudo, demonstramos a aplicação
de um novo protocolo capaz de orientar métodos experimentais no desenvolvimento de
novas moléculas bioativas.

Palavras-chaves: algoritmos genéticos; anticorpos miméticos; simulação molecular;
energia livre de ligação.



Abstract

The development of mimetic antibodies (AM), capable of combining the high affinity
and selectivity of antibodies with the small size of peptides, has enormous potential
applications in biotechnology. In this study, we demonstrate that the design of AM
can be achieved through genetic algorithms (AG) created from the combination of
software commonly used in molecular simulation. Our results show that, using the GB1
domain of the streptococcal G protein as a model, it is possible to optimize the molecular
recognition ability of a population of AM in a few generations. In the three presented case
studies, the AG was able to optimize the binding free energy (EL) of the AM populations
to values better than native ligands. AG convergence occurs rapidly, demonstrating that
careful selection of initial populations, based on intermolecular interactions of antigen
surfaces, has the potential to address one of the main challenges of bioactive molecule
design. Experimental immunoenzymatic tests, conducted in one of the AM to assess
antigenic affinity, yielded positive results. These results demonstrate that the AG was
able to optimize the molecular recognition capability of one of the AM. One significant
consequence of this study is the discovery of new structural motifs, which can be
conceived in an original and innovative manner from the AM structure itself, eliminating
the need for structural prediction software and preexisting databases. Through the AG
developed in this study, we demonstrate the application of a new protocol capable of
guiding experimental methods in the development of new bioactive molecules.

Key-words: genetic algorithms; mimetic antibodies; molecular simulation; binding free
energy.
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1 Introdução

No cenário atual, com o surgimento de novas doenças e epidemias, novas
estratégias são necessárias para otimizar o desenvolvimento de moléculas bioativas.
Nesse contexto, as terapias baseadas em anticorpos são uma das abordagens mais
bem-sucedidas (Lu et al., 2020), devido à sua formidável capacidade de reconheci-
mento molecular. Essa propriedade é modulada pelas alças variáveis nas Regiões
Determinantes de Complementaridade (CDR), localizadas no fragmento de ligação
ao antígeno (Fab), dentro das cadeias leve e pesada dos anticorpos (Nelson; Cox,
2014). Ademais, os anticorpos têm a capacidade de ativar a resposta imune por meio
de marcadores de opsonina presentes na região do fragmento cristalizável (Fc). Do
ponto de vista farmacodinâmico, os anticorpos são o agente terapêutico ideal, capazes
de neutralizar um único antígeno, evitando problemas de efeitos colaterais comuns
em medicamentos, devido à baixa seletividade. No entanto, encontrar um anticorpo
relacionado a cada doença é uma das tarefas mais desafiadoras (Scott; Wolchok; Old,
2012). Além disso, os altos custos de pesquisa e desenvolvimento tornam as terapias
baseadas em anticorpos extremamente caras.

Nessa perspectiva, os pesquisadores buscam descobrir moléculas mais simples
que possam reproduzir, ainda que parcialmente, as propriedades dos anticorpos, dentre
as quais, destacam-se os anticorpos miméticos (AM). A principal característica de um
AM é a existência de uma região constante, que estabiliza o enovelamento, e de regiões
variáveis, que medeiam a capacidade de reconhecimento molecular (Simeon; Chen,
2017). Embora os AM sejam incapazes de estimular respostas imunes, eles podem
reproduzir a capacidade de neutralização dos anticorpos, ligando-se fortemente aos
antígenos. Devido à sua maior simplicidade e origem peptídica, os AM são muito mais
fáceis de sintetizar e armazenar, não necessitando de uma rota sintética completamente
diferente para cada nova molécula, como as moléculas de fármacos tradicionais (Bruce;
Ta; Mcnaughton, 2016). Além disso, os AM se adaptam melhor a diferentes organismos
e possuem maior penetrabilidade que os anticorpos convencionais.

Um dos casos de maior sucesso na engenharia de anticorpos miméticos são
os affibodies baseados no domínio Z da proteína A, cuja estrutura é suficientemente
estável para modular a capacidade de reconhecimento molecular através da randomi-
zação de 13 aminoácidos (Frejd; Kim, 2017). Analogamente aos affibodies, a estrutura
do domínio B1 da proteína G estreptocócica (GB1) (PDB ID: 3GB1) é conhecida na
literatura por sua alta estabilidade frente a mudanças de aminoácidos (Voet; Voet, 2013,
p. 282). Devido às suas propriedades, o GB1 já serviu de base para o desenvolvimento
de uma metaloproteína artificial (Bozkurt et. al, 2018) e como modelo para estudar a
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compatibilidade estérica de ligação entre proteínas (Nerattini et al., 2018).
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Figura 1 – O domínio GB1 é composto por 56 resíduos de aminoácidos que se enovelam em quatro fitas-
β e uma α-hélice. As quatro fitas-β formam uma enorme área de superfície com pelo menos
15 aminoácidos (Em destaque na ilustração) que podem ser modificados para modelagem
de um AM.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Como pode ser visto na Figura 1, o domínio GB1 é composto por 56 resíduos de
aminoácidos, com uma estrutura tridimensional muito bem definida, que se enovela em
quatro fitas-β e uma α-hélice. Essa estrutura confere ao domínio GB1 as características
de uma proteína globular, onde as quatro fitas-β formam uma área superficial exposta
na qual os resíduos 2, 4, 6, 8, 13, 15, 17, 19, 42, 44, 46, 49, 51, 53 e 55 podem ser
modificados para mediar a capacidade de reconhecimento molecular (Espirito Santo;
Feliciano, 2021b). Todas essas propriedades fazem do domínio GB1 um candidato
ideal para uma prova de conceito no desenvolvimento de AM.

A escolha dos candidatos a antígeno para um AM deve levar em consideração
o tamanho e a estabilidade molecular. Diante disso, o mapeamento de epítopos é
considerado uma etapa crucial no desenvolvimento de anticorpos terapêuticos (Ladner,
2007), pois identifica as menores porções de antígenos capazes de gerar a resposta
imune. Isso é resultado da capacidade desses epítopos de manter a integridade
estrutural, mesmo quando dissociadas da estrutura principal da proteína.

Neste caso, o receptor tirosina quinase do tipo VEGF-FMS (VEGFR), um indutor
angiogênico em organismos vivos, composto por sete domínios de imunoglobulina
(Wiesmann et al., 1997), é uma excelente opção de antígeno para o projeto de AM.
Como pode ser visto pela resolução da estrutura cristalográfica (PDB ID: 1FLT), o
segundo domínio do VEGFR mostrado na Figura 2A é responsável pela ligação ao
fator de crescimento vascular (VEGF). A neutralização do VEGF foi um dos casos
de maior sucesso na redução da mortalidade de pacientes com câncer em terapias
com anticorpos monoclonais (Ellis; Hicklin, 2008). No entanto, são necessários dois
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anticorpos para neutralizar cada VEGF. Portanto, o desenvolvimento de AM capazes
de neutralizar o VEGFR teria um enorme potencial para auxiliar na terapia do câncer.

Ademais, as doenças virais, como a Hepatite C (HC) e a síndrome respiratória
aguda grave (COVID-19), também são alvo de grande interesse no desenvolvimento
de novas moléculas terapêuticas. Ressalta-se que, apesar dos avanços na medicina e
introdução de novos fármacos, a HC ainda é uma das doenças virais mais graves em
todo o mundo (Geller et al., 2016). Isto se deve principalmente à grande mutabilidade
deste vírus, o que dificulta a produção de vacinas eficazes. Neste caso, a utilização
de epítopos, como o envelope viral HC-E2 (PDB ID: 5KZP), é suficiente para induzir
uma resposta imunitária eficaz. Como pode ser visto na Figura 2B, o envelope HC-E2
pode ser sintetizado na forma do peptídeo defensina cíclica. Este epítopo é formado
por apenas 15 resíduos de aminoácidos, os quais constituem duas fitas-β estabilizadas
por ligações de dissulfeto em suas extremidades (Pierce et al., (2017). Apesar de seu
tamanho extremamente pequeno, ainda é grande o suficiente para ser reconhecido por
anticorpos, tornando-o um potencial alvo para o projeto de AM.

Concomitantemente, a COVID-19, causada pelo coronavírus SARS-CoV-2,
disseminou-se pelo mundo nos últimos anos, gerando milhares de vítimas (Chen;
LI, 2020). Esse vírus tem uma rota de contaminação muito bem estudada, através do
conhecimento vindo de outros vírus da mesma linhagem. Atualmente, sabe-se que
esse vírus utiliza proteínas spike, presentes em sua superfície (Olukitibi et al., 2023).
Essa proteína é composta por duas subunidades S1 e S2 que ligam-se ao domínio
peptidase do receptor ACE2 em células humanas. Esse receptor é responsável pela
fusão das membranas celulares, atuando como porta de entrada do vírus nas células.
O reconhecimento molecular ocorre quando a α-hélice do receptor ACE2 se liga ao
domínio RBD da proteína spike (Cao et al., 2020). Devido à sua importância na ligação
vírus-célula, o epítopo RBD mostrado na Figura 2C representa um alvo promissor no
desenvolvimento de anticorpos terapêuticos e vacinas contra o vírus. Sabe-se que a
neutralização do domínio RBD por anticorpos bloqueia a capacidade do vírus de se
ligar ao domínio ACE2 e, consequentemente, impede a sua replicação (Shuaib et al.,
2023). O conhecimento deste ciclo resulta que a maioria das vacinas desenvolvidas em
todo o mundo são concebidas para estimular respostas imunitárias à proteína spike.

Na Figura 2 podemos ver ilustrações das estruturas dos antígenos propostos
como possíveis alvos para o projeto de AM. Neste caso, é evidente que o VEGFR e
o HC-E2 apresentam tamanhos significativamente reduzidos em comparação com o
RBD. Nos três casos, os antígenos são formados apenas por resíduos de aminoácidos,
sem modificações pós-traducionais, mas com presença de algumas ligações dissulfeto,
que auxiliam os epítopos a manter sua estabilidade estrutural. Além disso, todos os
modelos propostos têm suas estruturas muito bem definidas experimentalmente através
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da cristalografia de raios-X, o que reduz a incerteza sobre possíveis conformações em
modelos puramente teóricos.

A) VEGFR                         B) HC-E2                   C)   RBD

Figura 2 – Ilustração dos epítopos alvos dos AM. A) Receptor tirosina quinase (VEGFR) (PDB ID: 1FLT).
B) Envelope viral HC-E2 (PDB ID: 5KZP). C) Domínio RBD (PDB ID: 7BZ5).

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Nos casos especiais, quando existem bancos de dados de moléculas com
atividade biológica conhecida, o projeto de novos AM pode ser baseado no estudo de
mutações sitio-dirigidas (Valiente et al., 2021) e transplantes de motivos estruturais
(Kadonosono et al., 2020), que visam a transferência e aprimoramento da capacidade
de reconhecimento molecular. Essa tarefa pode ser realizada com uso de ferramentas
computacionais. Softwares, como o Rosetta, usam bancos de dados estruturais para
otimizar a capacidade de reconhecimento molecular de anticorpos (Adolf-Bryfogle et al.,
2018), mas a grande variabilidade das CDR tornam esse projeto um grande desafio. Na
ausência de bancos de dados, esse problema pode ganhar dimensões imensuráveis.
Apenas com 15 resíduos de aminoácidos da superfície do GB1 haveria um número
gigantesco de combinações e regiões de reconhecimento molecular, impossibilitando
a triagem de todas as possibilidades. No entanto, as interações intermoleculares que
as cadeias laterais dos aminoácidos podem fazer são bem conhecidas. Além disso,
o reconhecimento molecular não é um problema de uma única solução, pois existem
muitos resíduos de aminoácidos com propriedades semelhantes (Gellman, 1997).
Muitas combinações de aminoácidos podem ser soluções indistinguíveis de energia,
capazes de desempenhar a mesma função de reconhecimento molecular.

Com base nesses princípios, as informações sobre a área superficial dos antíge-
nos podem ser utilizadas para selecionar os resíduos com maior afinidade, modelando
ligantes específicos para esta região, reduzindo o problema a dezenas de milhares
de moléculas (Hunt et al., 2022). Além disso, devido às inúmeras fases de desenvol-
vimento, desde a pesquisa experimental até ao produto final, onde moléculas com
maior potencial avançam para fases posteriores, o projeto de moléculas bioativas pode
ser visto essencialmente como um problema de evolução e seleção natural. Todas
essas suposições podem servir de base para abordagens mais eficientes, que evitem a
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necessidade de testar todas as combinações de aminoácidos possíveis, capazes de
projetar racionalmente novas moléculas bioativas. Nessa situação, quando precisamos
de soluções aproximadas para um problema multidimensional, podemos usar algorit-
mos genéticos para otimizar as propriedades de moléculas (Bozkurt et. al, 2014). Os AG
são inspirados na biologia evolutiva, como hereditariedade, mutação, seleção natural e
crossing over. Softwares, como o AutoGrow4 (Spiegel; Durrant, 2020), são capazes de
usar a técnica de AG, em conjunto com modelos gerados por funções de pontuação de
ancoragem molecular, para projetar novas moléculas. Contudo, essa metodologia é limi-
tada a um banco de dados contendo algumas dezenas de pequenas moléculas. Além
disso, ferramentas de ancoragem molecular geram modelos naturalmente direcionados
para regiões com melhor afinidade.

Tendo em vista as limitações das técnicas usadas atualmente, uma nova abor-
dagem de AG, que faça uso da dinâmica molecular (DM), poderia abrir um novo
horizonte no planejamento de AM. A técnica de DM baseia-se na resolução numérica
das equações do movimento de um sistema de moléculas (Hollingsworth; Dror, 2018).
Essa abordagem permite explorar melhor o espectro conformacional das moléculas,
revelando as conformações prováveis, onde o reconhecimento molecular pode ocorrer
espontaneamente dentro do tempo de simulação. Aliado a DM, podemos utilizar o
método Molecular Mechanics-Generalized Born Surface Area (MM-GBSA), popular
para estimar a energia livre de ligação (EL). Esse método tem a capacidade de priorizar
variedades de soluções no projeto de moléculas bioativas, atuando como um filtro de
triagem virtual para bancos de dados muito grandes (Gupta; Chaudhary; Aparoy, 2018),
facilitando estudos de descoberta de novos fármacos.

Dentro do contexto geral, este estudo procurou investigar uma nova abordagem
computacional que combina DM e MM-GBSA em um algoritmo de busca e otimização,
visando transformar o GB1 em um AM para os antígenos selecionados (Espirito Santo;
Feliciano, 2021b). Como os AM gerados nesta abordagem são o resultado de um
modelo baseado em uma representação simplificada, com várias aproximações usadas
para viabilizar simulações de DM, eles precisam ser submetidos à validação experi-
mental. Esta validação, baseada em testes de expressão gênica, análise estrutural
e afinidade antigênica, é necessária para comprovar as propriedades para as quais
foram concebidos. A proposta desenvolvida neste estudo visa repensar a aplicabilidade
de técnicas amplamente utilizadas na pesquisa acadêmica, redefinindo-as não ape-
nas como ferramentas para analisar sistemas biológicos mais complexos, mas como
agentes ativos em sua transformação. Demonstra-se que essa transformação pode
ser realizada através da reprogramação de funções biológicas, permitindo, assim, a
criação de novos produtos biotecnológicos.
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7 Conclusão

Neste estudo, apresentamos uma abordagem demonstrando que a modelagem
de AM pode ser efetuada utilizando uma combinação de softwares amplamente em-
pregados em simulação molecular. Esses softwares, quando estruturados sob forma
de um AG, podem redefinir o papel do domínio GB1. Tal reconfiguração, alcançada
através da reprogramação da sua estrutura e função, possui um potencial significativo
para orientar a pesquisa experimental por novas moléculas bioativas. A execução
do AG é viável computacionalmente devido à escolha de um arcabouço para AM e
epítopos antigênicos com dimensões extremamente pequenos, mas capazes de manter
a estabilidade estrutural.

Mostramos que, a partir de bases de dados confiáveis da superfície de um
antígeno, usando uma função de pontuação muito simples, o AG pode otimizar a
capacidade de reconhecimento molecular de populações de AM em poucas gerações.
Nos três casos de estudo apresentados, o AG foi capaz de otimizar a EL das populações
de AM para valores melhores do que os ligantes nativos. Essa otimização acontece
muito rapidamente, comprovando que a escolha racional das populações iniciais tem
potencial de resolver um dos grandes problemas do projeto de moléculas bioativas.

Os resultados computacionais indicam que, utilizando a metodologia empregada
neste estudo, é possível desenvolver motivos estruturais capazes de reconhecer antí-
genos. Esses motivos estruturais podem ser projetados a partir da própria estrutura
dos AM, de forma original e inovadora, sem necessidade de softwares de predição
estrutural, ancoragem molecular ou bancos de dados preexistentes. Os mutantes ge-
rados conciliam a alta estabilidade do GB1 com as propriedades otimizadas dos AM.
Portanto, podemos afirmar que o objetivo de desenvolver uma base peptídica estável
para conversão em AM foi atingido.

Os testes experimentais de afinidade antigênica mostraram um resultado positivo,
confirmando que o anticorpo SGB1-121 foi capaz de neutralizar o antígeno RBD para
o qual foi projetado. Esses resultados ainda não são definitivos, demandando novos
experimentos com diferentes concentrações. Contudo, a viabilidade da metodologia
utilizada neste estudo é evidente. Todos os procedimentos podem ser concluídos em
períodos significativamente mais curtos do que a busca convencional em extensas
bases de dados de moléculas bioativas. Consequentemente, podemos afirmar que a
fase de validação experimental produziu resultados satisfatórios, demonstrando que os
objetivos deste estudo foram alcançados.
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