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Impacto potencial desta pesquisa

Neste estudo apresentamos uma nova metodologia que permite a reprogramacéao da
estrutura e funcao das proteinas, projetando moléculas bioativas inteiramente originais.
Esta nova abordagem redefine técnicas computacionais amplamente utilizadas na
pesquisa académica como agente ativo na criagdo de novos produtos biotecnoldgicos.

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 peptideos, tem um
enorme potencial de aplicacdes na biotecnologia. Neste estudo, demonstramos que o
projeto de AM pode ser realizado por meio de algoritmos genéticos (AG) criados a partir
da combinacgao de softwares normalmente usados em simulagcao molecular. Nossos
resultados demonstram que, usando o dominio GB1 da proteina G estreptocdcica
como modelo, € possivel otimizar a capacidade de reconhecimento molecular de uma
populacao de AM em poucas geragdes. Nos trés casos de estudo apresentados, o
AG foi capaz de otimizar a energia livre de ligagao (EL) das populagdes de AM para
valores melhores do que os ligantes nativos. A convergéncia do AG acontece rapida-
mente, demonstrando que a selecao criteriosa das populagdes iniciais, baseada nas
interagcdes intermoleculares das superficies dos antigenos, tem potencial de enfrentar
um dos principais desafios do projeto de moléculas bioativas. Os testes experimentais
imunoenzimaticos, realizados em um dos AM para avaliacao da afinidade antigénica,
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-
sequéncias significativas deste estudo € a descoberta de novos motivos estruturais,
gue podem ser concebidos de forma original e inovadora a partir da prépria estrutura de
AM, dispensando a necessidade de softwares de predi¢éo estrutural e bancos de dados
preexistentes. Por meio do AG desenvolvido neste estudo, demonstramos a aplicagao
de um novo protocolo capaz de orientar métodos experimentais no desenvolvimento de
novas moléculas bioativas.

Palavras-chaves: algoritmos genéticos; anticorpos miméticos; simulacao molecular;
energia livre de ligagao.



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 Introducao

No cenario atual, com o surgimento de novas doengas e epidemias, novas
estratégias sdo necessarias para otimizar o desenvolvimento de moléculas bioativas.
Nesse contexto, as terapias baseadas em anticorpos sao uma das abordagens mais
bem-sucedidas (Lu et al., 2020), devido a sua formidavel capacidade de reconheci-
mento molecular. Essa propriedade € modulada pelas algas variaveis nas Regides
Determinantes de Complementaridade (CDR), localizadas no fragmento de ligacao
ao antigeno (Fab), dentro das cadeias leve e pesada dos anticorpos (Nelson; Cox,
2014). Ademais, os anticorpos tém a capacidade de ativar a resposta imune por meio
de marcadores de opsonina presentes na regido do fragmento cristalizavel (Fc). Do
ponto de vista farmacodinamico, os anticorpos sao o agente terapéutico ideal, capazes
de neutralizar um Unico antigeno, evitando problemas de efeitos colaterais comuns
em medicamentos, devido a baixa seletividade. No entanto, encontrar um anticorpo
relacionado a cada doenca € 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, 0os pesquisadores buscam descobrir moléculas mais simples
gue possam reproduzir, ainda que parcialmente, as propriedades dos anticorpos, dentre
as quais, destacam-se os anticorpos miméticos (AM). A principal caracteristica de um
AM ¢é a existéncia de uma regido constante, que estabiliza o enovelamento, e de regides
variaveis, 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 neutralizagdo dos anticorpos, ligando-se fortemente aos
antigenos. Devido a sua maior simplicidade e origem peptidica, os AM sdo muito mais
faceis de sintetizar e armazenar, ndo necessitando de uma rota sintética completamente
diferente para cada nova molécula, como as moléculas de fa&rmacos 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 sao
os affibodies baseados no dominio Z da proteina A, cuja estrutura € suficientemente
estavel para modular a capacidade de reconhecimento molecular através da randomi-
zacao de 13 aminodcidos (Frejd; Kim, 2017). Analogamente aos affibodies, a estrutura
do dominio B1 da proteina G estreptocécica (GB1) (PDB ID: 3GB1) é conhecida na
literatura por sua alta estabilidade frente a mudancas de aminoéacidos (Voet; Voet, 2013,
p. 282). Devido as suas propriedades, o GB1 ja serviu de base para o desenvolvimento
de uma metaloproteina artificial (Bozkurt et. al, 2018) e como modelo para estudar a
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compatibilidade estérica de ligacao entre proteinas (Nerattini et al., 2018).

Figura 1 — O dominio GB1 é composto por 56 residuos de aminoacidos que se enovelam em quatro fitas-
£ e uma a-hélice. As quatro fitas-5 formam uma enorme area de superficie com pelo menos
15 aminoé&cidos (Em destaque na ilustragdo) que podem ser modificados para modelagem
de um AM.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Como pode ser visto na Figura 1, o dominio GB1 é composto por 56 residuos de
aminodacidos, com uma estrutura tridimensional muito bem definida, que se enovela em
quatro fitas-g e uma a-hélice. Essa estrutura confere ao dominio GB1 as caracteristicas
de uma proteina globular, onde as quatro fitas-5 formam uma area superficial exposta
na qual os residuos 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 dominio GB1 um candidato
ideal para uma prova de conceito no desenvolvimento de AM.

A escolha dos candidatos a antigeno para um AM deve levar em consideracao
o tamanho e a estabilidade molecular. Diante disso, 0 mapeamento de epitopos é
considerado uma etapa crucial no desenvolvimento de anticorpos terapéuticos (Ladner,
2007), pois identifica as menores porgdes de antigenos capazes de gerar a resposta
imune. Isso é resultado da capacidade desses epitopos de manter a integridade
estrutural, mesmo quando dissociadas da estrutura principal da proteina.

Neste caso, o receptor tirosina quinase do tipo VEGF-FMS (VEGFR), um indutor
angiogénico em organismos vivos, composto por sete dominios de imunoglobulina
(Wiesmann et al., 1997), € uma excelente opcéo de antigeno para o projeto de AM.
Como pode ser visto pela resolucao da estrutura cristalografica (PDB ID: 1FLT), o
segundo dominio do VEGFR mostrado na Figura 2A é responsavel pela ligacdo ao
fator de crescimento vascular (VEGF). A neutralizacdo do VEGF foi um dos casos
de maior sucesso na reducao da mortalidade de pacientes com cancer em terapias
com anticorpos monoclonais (Ellis; Hicklin, 2008). No entanto, sdo necessarios 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 cancer.

Ademais, as doencas virais, como a Hepatite C (HC) e a sindrome respiratéria
aguda grave (COVID-19), também sao alvo de grande interesse no desenvolvimento
de novas moléculas terapéuticas. Ressalta-se que, apesar dos avang¢os na medicina e
introducao de novos farmacos, a HC ainda é uma das doencas virais mais graves em
todo o mundo (Geller et al., 2016). Isto se deve principalmente a grande mutabilidade
deste virus, o que dificulta a producéo de vacinas eficazes. Neste caso, a utilizagcao
de epitopos, como o envelope viral HC-E2 (PDB ID: 5KZP), é suficiente para induzir
uma resposta imunitaria eficaz. Como pode ser visto na Figura 2B, o envelope HC-E2
pode ser sintetizado na forma do peptideo defensina ciclica. Este epitopo € formado
por apenas 15 residuos de aminoacidos, os quais constituem duas fitas-3 estabilizadas
por ligacoes 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 coronavirus SARS-CoV-2,
disseminou-se pelo mundo nos ultimos anos, gerando milhares de vitimas (Chen;
LI, 2020). Esse virus tem uma rota de contaminagdao muito bem estudada, através do
conhecimento vindo de outros virus da mesma linhagem. Atualmente, sabe-se que
esse virus utiliza proteinas spike, presentes em sua superficie (Olukitibi et al., 2023).
Essa proteina é composta por duas subunidades S1 e S2 que ligam-se ao dominio
peptidase do receptor ACE2 em células humanas. Esse receptor é responsavel pela
fusdo das membranas celulares, atuando como porta de entrada do virus nas células.
O reconhecimento molecular ocorre quando a a-hélice do receptor ACE2 se liga ao
dominio RBD da proteina spike (Cao et al., 2020). Devido a sua importancia na ligacao
virus-célula, o epitopo RBD mostrado na Figura 2C representa um alvo promissor no
desenvolvimento de anticorpos terapéuticos e vacinas contra o virus. Sabe-se que a
neutralizacao do dominio RBD por anticorpos bloqueia a capacidade do virus de se
ligar ao dominio ACE2 e, consequentemente, impede a sua replicagdo (Shuaib et al.,
2023). O conhecimento deste ciclo resulta que a maioria das vacinas desenvolvidas em
todo o mundo séo concebidas para estimular respostas imunitarias a proteina spike.

Na Figura 2 podemos ver ilustracées das estruturas dos antigenos propostos
como possiveis alvos para o projeto de AM. Neste caso, é evidente que o VEGFR e
o HC-E2 apresentam tamanhos significativamente reduzidos em comparacédo com o
RBD. Nos trés casos, os antigenos sao formados apenas por residuos de aminoacidos,
sem modificacdes pds-traducionais, mas com presenca de algumas ligacdes dissulfeto,
que auxiliam os epitopos a manter sua estabilidade estrutural. Além disso, todos os
modelos propostos tém suas estruturas muito bem definidas experimentalmente através
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da cristalografia de raios-X, o0 que reduz a incerteza sobre possiveis conformacdes em
modelos puramente tedricos.

A) VEGFR B) HC-E2 C) RBD
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Figura 2 — llustragéo dos epitopos alvos dos AM. A) Receptor tirosina quinase (VEGFR) (PDB ID: 1FLT).
B) Envelope viral HC-E2 (PDB ID: 5KZP). C) Dominio RBD (PDB ID: 7BZ5).

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Nos casos especiais, quando existem bancos de dados de moléculas com
atividade biolégica conhecida, o projeto de novos AM pode ser baseado no estudo de
mutacdes sitio-dirigidas (Valiente et al., 2021) e transplantes de motivos estruturais
(Kadonosono et al., 2020), que visam a transferéncia 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
auséncia de bancos de dados, esse problema pode ganhar dimensdes imensuraveis.
Apenas com 15 residuos de aminoacidos da superficie do GB1 haveria um namero
gigantesco de combinagdes e regides de reconhecimento molecular, impossibilitando
a triagem de todas as possibilidades. No entanto, as interagdes intermoleculares que
as cadeias laterais dos aminoacidos podem fazer sdo bem conhecidas. Além disso,
o reconhecimento molecular ndo é um problema de uma Unica solugao, pois existem
muitos residuos de aminoacidos com propriedades semelhantes (Gellman, 1997).
Muitas combinac¢des de aminoacidos podem ser solugdes indistinguiveis de energia,
capazes de desempenhar a mesma funcéo de reconhecimento molecular.

Com base nesses principios, as informagdes sobre a area superficial dos antige-
nos podem ser utilizadas para selecionar os residuos com maior afinidade, modelando
ligantes especificos para esta regiao, reduzindo o problema a dezenas de milhares
de moléculas (Hunt et al., 2022). Além disso, devido as inumeras fases de desenvol-
vimento, desde a pesquisa experimental até ao produto final, onde moléculas com
maior potencial avancam para fases posteriores, o projeto de moléculas bioativas pode
ser visto essencialmente como um problema de evolugéo e selegcdo natural. Todas
essas suposi¢des podem servir de base para abordagens mais eficientes, que evitem a
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necessidade de testar todas as combinacdes de aminoacidos possiveis, capazes de
projetar racionalmente novas moléculas bioativas. Nessa situagéo, quando precisamos
de solucdes aproximadas para um problema multidimensional, podemos usar algorit-
mos genéticos para otimizar as propriedades de moléculas (Bozkurt et. al, 2014). Os AG
sao inspirados na biologia evolutiva, como hereditariedade, mutacéo, selecao natural e
crossing over. Softwares, como o AutoGrow4 (Spiegel; Durrant, 2020), sédo capazes de
usar a técnica de AG, em conjunto com modelos gerados por fungdes de pontuagao de
ancoragem molecular, para projetar novas moléculas. Contudo, essa metodologia € limi-
tada a um banco de dados contendo algumas dezenas de pequenas moléculas. Além
disso, ferramentas de ancoragem molecular geram modelos naturalmente direcionados
para regides com melhor afinidade.

Tendo em vista as limitacdes das técnicas usadas atualmente, uma nova abor-
dagem de AG, que faca uso da dinamica molecular (DM), poderia abrir um novo
horizonte no planejamento de AM. A técnica de DM baseia-se na resolugdo numérica
das equacdes do movimento de um sistema de moléculas (Hollingsworth; Dror, 2018).
Essa abordagem permite explorar melhor o espectro conformacional das moléculas,
revelando as conformacdes provaveis, onde o reconhecimento molecular pode ocorrer
espontaneamente dentro do tempo de simulagdo. Aliado a DM, podemos utilizar o
método Molecular Mechanics-Generalized Born Surface Area (MM-GBSA), popular
para estimar a energia livre de ligacao (EL). Esse método tem a capacidade de priorizar
variedades de solugdes 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 farmacos.

Dentro do contexto geral, este estudo procurou investigar uma nova abordagem
computacional que combina DM e MM-GBSA em um algoritmo de busca e otimizagao,
visando transformar o GB1 em um AM para os antigenos selecionados (Espirito Santo;
Feliciano, 2021b). Como os AM gerados nesta abordagem séo o resultado de um
modelo baseado em uma representacao simplificada, com varias aproximacoes usadas
para viabilizar simulacées de DM, eles precisam ser submetidos a validacao experi-
mental. Esta validacdo, baseada em testes de expressao génica, analise estrutural
e afinidade antigénica, & necessaria para comprovar as propriedades para as quais
foram concebidos. A proposta desenvolvida neste estudo visa repensar a aplicabilidade
de técnicas amplamente utilizadas na pesquisa académica, redefinindo-as ndo ape-
nas como ferramentas para analisar sistemas biolégicos mais complexos, mas como
agentes ativos em sua transformacao. Demonstra-se que essa transformacao pode
ser realizada através da reprogramacao de fungdes bioldgicas, permitindo, assim, a
criacdo de novos produtos biotecnoldgicos.
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2 Objetivos

O principal objetivo deste estudo é desenvolver uma nova abordagem compu-
tacional para o desenho de anticorpos miméticos. Essa abordagem visa organizar
os protocolos comumente utilizados em simulagdées moleculares em um AG, com a
capacidade de aprimorar o reconhecimento molecular dos anticorpos miméticos. Dentro
desse objetivo, estdo os seguintes objetivos especificos:

a) elaborar uma base peptidica estavel para o desenho de um anticorpo mimético;
b) desenvolver um algoritmo genético baseado em dindmica molecular;

c) otimizar a capacidade de reconhecimento molecular dos anticorpos miméticos;

d) realizar a validagdo experimental de um dos anticorpos miméticos.
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3 Metodologia

3.1 Softwares usados

No projeto, as ferramentas de visualizagdo e edicao molecular PyMOL (Delano,
2002), UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004) e VMD (Humphrey; Dalke; Schulten,1996)
foram utilizadas em conjunto com o Software de Dinamica Molecular Amber 2018 (Case
etal., 2018). Os codigos auxiliares foram escritos em linguagem Shell, C e C++, € estao
disponiveis no APENDICE H.

3.2 Campo de forga

A DM é um método de simulagdo computacional que usa os principios da
mecanica classica para descrever os movimentos dos &tomos em um sistema modelo
(Hollingsworth, Dror, 2018). Esses movimentos sdo descritos por meio de um campo
de forga que fornece informacdes sobre o0 comportamento dindmico microscépico do
sistema simulado. A forma basica do campo de forca do Amber pode ser vista na
equacgao 1 (Maier et al.,2015):

Vi = Z k. (r —r)* + Z ko (6 — 00)*+

Ligado Angulo

S s
> 5 (L+coslio — 1))+ (1)

A. . B, . q,q.e2
ol =2 ij i4j
Z { (T-lz- e > - dmegr;

1>] 2y 7’7.7

A energia de ligagdo quimica entre dois atomos V.44, € a energia potencial
angular Va,4., 880 representadas pela equacéo classica da Lei de Hooke. As energias
relativas aos angulos de torcao entre os planos das ligacoées quimicas sao calculadas
usando a soma das energias representadas no potencial diédrico V;.q-.;- AS energias
das interagdes entre atomos ndo ligados séo calculadas usando as equagdes para 0s
potenciais de Lennard-Jones e Coulomb (Espirito Santo; Feliciano, 2021a). As energias
sao calculadas numericamente a cada passo de tempo, sendo essa a parte mais
demorada da simulacgao.
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3.3 MM-GBSA

A EL é uma das grandezas termodinamicas que permitem estimar a afinidade
entre biomoléculas. Dentre os métodos computacionais para calcular a EL, o MM-GBSA
ocupa um lugar de destaque (Genheden; Ryde, 2015). Esse método usa o fato da EL
ser uma funcéao de estado, o que permite fazer um caminho termodinamico alternativo
através do vacuo, simplificando os calculos. A EL (AGi44cq0) € calculada pela diferenga
entre a energia do conjugado receptor-ligante (AGr.) e suas energias individuais
(AGR) e (AGL) como podemos ver na equacao 2:

AG(ligacao = AGRL - ACTYR - ACTYL
AGZ = Epnm + AGsolv =TS
AGSolv,Apolar X WSASA + 6

1 1 4iq; (2)
G olv,Polar — — | — — X :
St el (ein 6sol) Zz,] FGB
r2.
_ 2 2 1]
Fop = (|ri; +ai; + exp(40{?,j)

No MM-GBSA a energia livre (AG;) € decomposta em componentes de energia
mecanica molecular (Ey;,,), energia de solvatacéo (AG.,..) € energia de componentes
entrépicos (T'AS). A Ey € obtida através do campo de forgca usado na DM. A AG,,
pode ser decomposta em energia de solvatacao apolar (AGsew.apoiar) € €NErgia de
solvatagé@o polar (AG o poiar)- A AG o apoiar rEPresenta o trabalho necessario para
gerar a cavidade no solvente onde o sistema esta localizado, onde v € a tensao
superficial e § um termo de correcéo.

A AG o poiar POde ser interpretado como o potencial resultante da blindagem
que os ions do meio exercem sobre a superficie do sistema (Espirito Santo; Feliciano,
2021a). O modelo GB busca maior eficiéncia ao descrever os &tomos como esferas
carregadas, cuja constante dielétrica interna da proteina ¢;, € menor que a ¢, externa.
Além disso, utiliza apenas as cargas dos atomos ¢;, as distancias entre eles r; ; e sua
média geométrica «; j, n@o necessitando de métodos numéricos computacionalmente
caros para resolver a equacao de Poisson-Boltzmann (Wang et al., 2019).

O termo entrdpico vibracional € calculado a partir da diagonalizacdo da matriz
hessiana do sistema. Esta matriz representa as segundas derivadas da energia po-
tencial em relagéo as coordenadas dos atomos no sistema. Quando diagonalizada,
obtemos os autovalores e autovetores, 0s quais sao usados para calcular a entropia
dos modos normais de vibragdo (Genheden et al., 2012).
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3.4 Construgao do sistema base

Ao projetar AM queremos otimizar o reconhecimento molecular entre duas
superficies que originalmente nao tém afinidade e seletividade. Neste caso, ndo faz
sentido utilizar qualquer tipo de técnica de ancoragem molecular (Arya; Kaur, 2022).
Usando o software UCSF Chimera, no modo de visualizacdo surface, realizamos
manualmente uma ancoragem molecular entre as superficies do peptideo GB1 (PDB
ID: 3GB1) e da regiao de interesse do antigeno alvo, procurando evitar espacgos entre
as areas de contato. Existe um consenso de que a estrutura cristalografica de uma
proteina nao corresponde perfeitamente a conformacao em solucao, devido ao proprio
processo de cristalizacao (Conway et al., 2013).

Desta forma, realizamos a minimizacao de energia com um campo de forca de
DM para relaxar as estruturas, possibilitando ao modelo obter condi¢ées de simulagao
conformacional mais realistas. Assim sendo, a estrutura resultante € inserida em uma
caixa de simulagdo cubica, com 10 nm de borda e solvatada em agua TIP3P. Em
seguida, é realizada uma minimizacao da energia, usando o campo de forca ff14SB do
software Amber (Maier et al.,2015), através do algoritmo de descida mais ingreme, para
relaxar a geometria dos peptideos e evitar efeitos estéricos (Espirito Santo; Feliciano,
2021b). Ap6s a minimizacao, as estruturas dos peptideos sdo convertidas novamente
para o formato PDB.

Figura 3 — llustracdo do complexo formado pelas estruturas dos peptideos GB1 e VEGFR apés a
minimizacdo da energia do campo de forga Amber.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 3 podemos ver a llustragdo do complexo formado pelas estruturas dos
peptideos GB1 e VEGFR apds a minimizacao da energia do campo de forca Amber.
Nota-se que as estruturas dos dois peptideos permanecem enoveladas corretamente
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apesar da ancoragem molecular. Esse protocolo permite que as duas superficies
tenham a maior &rea de contato possivel, mesmo que nao tenham afinidade. A distancia
final entre as superficies é dada pela minimizacado da energia, variando conforme o
tamanho das cadeias laterais dos aminoacidos. Essa forma de ancoragem evita a
desnaturagéo da estrutura secundaria dos peptideos, permitindo que as cadeias laterais
se ajustem quando em contato com outro peptideo.

A estrutura relaxada é usada somente pela funcao de pontuacgéo. Para ser
submetida a etapa de DM, a estrutura relaxada € espac¢ada com o Chimera, em aproxi-
madamente 1 nm, na direcao do vetor normal a superficie de contato. Assim, além de
haver mais espaco para todos os tipos de residuos, garantimos que o reconhecimento
molecular possa ocorrer de forma espontanea durante a DM.

3.5 Funcao de pontuagao

Os algoritmos genéticos normalmente usam populagdes iniciais criadas aleatori-
amente, que sao otimizadas a partir dessa condigéao inicial. No caso de reconhecimento
molecular entre proteinas, essa estratégia seria computacionalmente proibitiva. No
entanto, é possivel usar as interacdes intermoleculares da superficie do antigeno para
pré-selecionar configuragcdes mais favoraveis (Chauhan; Pantazes,2022). Essa tarefa é
realizada por meio de um shell script, capaz de usar o software PyMOL dentro uma
funcdo de pontuacdo simples (APENCICE H), usando parametros empiricos de termos
energéticos (Huang; Grinter; Zou, 2010), como ligacao de hidrogénio, dipolo-dipolo e
Lennard-Jones (APENDICE A - Tabela 1).

Os valores de energia de interacao intermolecular podem variar na literatura em
ordens de grandeza, dependendo da condigao experimental. Para a energia de ligagao
de hidrogénio foi usado o valor de 1,5 kcal.mol™!, que é a energia média para peptideos
em solucao (Sheu et al., 2003). A energia usada no termo de Lennard-Jones foi de 0,17
kcal.mol~!, um valor aproximado dos dtomos organicos no campo de forca Amber (Su
et al., 2014). A energia do termo de repulsédo polar, usado para penalizar atomos de
polaridade similar, foi de 0,95 kcal.mol~!, um valor tipico para interacéo dipolo-dipolo
(Whitten, 2014, p. 450).

O script usa o arquivo PDB do sistema relaxado para fazer uma varredura no
espaco a cada 0,5 A ao redor do antigeno alvo. Todos os atomos da estrutura PDB sdo
analisados e, quando um atomo é encontrado na superficie, a posi¢ao xyz e um atomo
rotulado s&o armazenados em um arquivo molde de superficie no formato PDB, como
vemos na Figura 4:
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Face externa Face interna

Figura 4 — llustragdo da estrutura do molde PDB da superficie do VEGFR. As regiées em vermelho e
azul sdo aceptoras de ligagao de hidrogénio. As regides em branco sao doadoras de ligagao
de hidrogénio. As regides em ciano sao hidrofébicas.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 4, os atomos marcados em vermelho e azul sao aceptores de ligacao
de hidrogénio, brancos sao doadores de ligagao de hidrogénio e ciano sao hidrofobicos.
No arquivo molde da superficie do VEGFR, podemos ver vérias regides capazes de
formar diferentes interacdes intermoleculares. Esse resultado mostra que para haver
reconhecimento molecular na regido € necessaria alta seletividade. Dessa forma,
utilizando os arquivos das estruturas PDB do GB1 e do molde mostrados na Figura 5,
podemos executar o script shell do APENDICE H - Figura 34 para realizar a mutagénese
no PyMOL em cada uma das posi¢des dos residuos 2, 4, 6, 8, 13, 15, 17, 19, 42, 44,
46, 49, 51, 53 e 55 do GB1.

A) Frontal B) Lateral

Figura 5 — llustragdo do complexo formado pela estrutura do GB1 e o molde VEGFR utilizado pela
funcdo de pontuacgéo.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

A mutagénese é realizada testando os rotdmeros dos aminoacidos essenciais,
que estdo presentes no banco de dados do PyMOL. E importante destacar a impor-
tancia da funcao mutagénese do PyMOL, pois além de permitir a escolha do rotamero
desejado, ela também pode escolher automaticamente, com base em critérios energé-
ticos, evitando problema de impedimento estérico. Além de permitir que todas essas
funcdes sejam executadas milhares de vezes por meio de shell script.

Embora todos os 20 aminoacidos essenciais possam participar do reconheci-
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mento molecular (Ramaraj et al.,2012), optamos por excluir a possibilidade de haver
fenilalanina na regido variavel do AM, para evitar problemas de enovelamento, uma vez
que ela participa do nucleo hidrofébico de GB1. Todos os atomos de cada rotamero tém
sua distancia calculada em relacao a todos os atomos do molde. Os atomos que estéao
dentro do raio de corte ( 0,5 A) recebem uma pontuacéo. As funcdes de pontuacao
empiricas estimam a afinidade de ligacdo com base em um conjunto de termos de
energia dados pela equacéo 3:

AV =Y wAV (3)

Onde w; representa o peso, dado pelo numero de atomos rotulados dentro do
raio de corte, e AV, representa o mddulo do termo de energia potencial de interacao.
Com a funcéo de pontuacgéo, podemos ordenar os residuos de aminoacidos em todas
as posicdes (APENDICE A -Tabela 2), informagdo usada para gerar uma populagdo
inicial de mutantes (Espirito Santo; Feliciano, 2021b). Neste caso, o primeiro mutante
€ gerado pelos aminoacidos com melhor pontuagdo em cada uma das posi¢oes, o
segundo mutante é gerado pelos aminoacidos com a segunda melhor pontuacéo e
assim sucessivamente. O mutante de melhor pontuac¢édo na fungéo de pontuagéo para
o VEGFR é mostrado na Figura 6:

f«SN - vr .
- ‘ﬁ

Figura 6 — llustragao da estrutura do mutante mGB1-1 melhor classificado na fungéo de pontuagéo do
rotdmeros para VEGFR. Os residuos sado projetados com seus rotameros na direcdo de
maior pontuacao.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

A Figura 6 mostra os residuos de aminoacidos do mutante mGB1-1 com os seus
rotameros melhor classificados em cada posicao pela fungdo de pontuacéao. As esferas
translicidas sao atomos do molde VEGFR, as esferas opacas sdo atomos dos rota-
meros. Como pode ser observado, os residuos se ajustam conforme as propriedades
desejadas nos grupos quimicos das cadeias laterais. Grupos apolares sao favorecidos
na regiao ciano, grupos doadores e aceptores de ligagdes de hidrogénio nas regides
vermelha e azul.
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3.6 Dinamica molecular

Em todos os modelos para AM propostos, o sistema base com espagamento,
gerado anteriormente, € modificado nas posi¢coes dos residuos 2, 4, 6, 8, 13, 15, 17,
19, 42, 44, 46, 49, 51, 53 e 55 de GB1 para formar os arquivos da populacao inicial dos
mutantes. A conformagcao inicial dos rotdmeros € sempre escolhida automaticamente
pelo PyMOL, a fim de minimizar a energia. Como o sistema contém apenas residuos
de aminoacidos, usamos o campo de forga ff14SB, com passo de tempo de 2fs.

Todas as DMs foram realizadas em GPU usando pmemd.cuda implementado
em Amber 18. Cada sistema foi solvatado com modelo de dgua TIP3P em um caixa
cubica de simulacdo, com 1 nm de distancia entre o sistema e a borda da caixa. O
método de malha de particulas de Ewald foi usado para tratar interacées nao ligadas
de longo alcance. Em interacdes de curto alcance, foi utilizado um raio de corte padrao
do Amber de 8 A. O campo de forca classico considera um estado de protonacéo fixo
da proteina referente ao pH 7. Cada um dos sistemas foi submetido ao processo de
minimizag&do de energia com o algoritmo de descida mais ingreme. A temperatura do
sistema foi elevada para 300 K usando termostato dindmico Langevin. A pressao foi
controlada a 1 bar usando o barostato de Berendsen.

Todas as DMs foram realizadas em duas etapas. Na primeira etapa, realizamos
uma DM por um periodo de 90 ns, onde foram salvos os parametros de temperatura,
pressao e posicao do primeiro e ultimo frame. A segunda etapa da DM foi entao
continuada de 90 ns para 100 ns onde 5000 frames foram salvos. A EL foi calculada
usando o script (MMPBSA.py) do AmberTools16, usando concentracao de sal de 0.1
e constante dielétrica da agua. Neste projeto, utilizamos uma maquina equipada com
processador Intel Xeon Gold 6130 e placa de video NVIDIA Geforce GTX 1080.

3.7 Algoritmo Genético

O AG é iniciado com a execucao das DMs da populagao inicial gerada pela
funcédo de pontuacdo. As condi¢des iniciais dos mutantes sdo sempre as mesmas,
determinadas pela distancia do sistema base com um espagcamento uniforme gerado
anteriormente. Em seguida, a populacao € submetida a selegdo natural com base
na EL, calculada pelo MM-GBSA. Os mutantes com a energia desfavoravel, que
sofrem desnaturacao ou se ligam em outras regides, sdo eliminados no processo. Em
seguida, o tamanho da populagao é restaurado pelo cédigo de permutagdo mostrado
no APENDICE H, cruzando os mutantes sobreviventes de maneira semelhante ao
crossing over, onde o0s residuos de aminoacidos seriam equivalentes aos genes.
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Figura 7 — llustrag@o do cruzamento inicial realizado pelo AG. Os dois pares de fitas-5 de dois mutantes
sdo trocados resultando em dois novos mutantes filhos.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Como visto na Figura 7, a primeira permutacao é realizada cruzando dois pares
de fitas-5. O cédigo entao pesquisa no banco de dados para ver se a energia desse
mutante ja foi calculada. Em caso de repeti¢éo, a segunda permutacao € realizada entre
as quatro fitas-/5. Em um novo caso de repeticdo, da terceira permutagdo em diante,
séo realizadas trocas em residuos individuais, da direcao N-terminal para C-terminal.
Quando esgotada a possibilidade de geracdo de novos mutantes por cruzamento, o
recurso de mutacao é utilizado para aumentar a variabilidade populacional. A escolha
do residuo mutado nao deve ser aleatéria para evitar custos computacionais desneces-
sarios. Assim, escolhemos entre os aminoacidos que apresentam a melhor pontuagéao
na posicdo em que a mutacao é realizada. Este processo de selecao e replicacao é re-
petido até que toda uma populacdo de novas moléculas, com caracteristicas desejaveis,
seja obtida no processo de convergéncia evolutiva do AG.

3.8 Sintese e expressao

Devido ao tamanho de 56 residuos, a forma mais apropriada de expressar 0s
AM é usar o vetor para clonagem. A linhagem de expressao E. Coli BL21 Rosetta
foi adquirida pela Thermo Fisher Scientific. Os genes sintéticos foram adquiridos
da empresa GenOne Brasil (Rio de Janeiro, RJ), ja devidamente clonados no vetor
de expressao pET-28a (+), contendo os genes mostrados nas paginas posteriores,
localizados entre os sitios de restricao Ndel e Xhol. Além disso, o plasmideo contém o
promotor de RNA polimerase T7 e o operon lac que reprime a expressao nao induzida
por isopropil-b-D-galactosideo (IPTG). Essa etapa da pesquisa foi realizada em parceria
com a equipe de pesquisadores da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP
(FCFAR): Aline Reis, Anderson Amendola Pinheiro e o Prof. Dr. Paulo Inéacio da Costa.
Protocolos experimentais utilizados em testes de expresséo, purificagao e afinidade
antigénica podem ser encontrados no APENDICE C.
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3.9 Dicroismo circular

O dicroismo circular (CD) é uma forma de espectroscopia amplamente utilizada
no estudo de estruturas secundarias de proteinas (Fasman,1996). Baseia-se na dife-
rente absorcao de luz polarizada no sentido horéario e anti-horario (Woody, 1995). A
elipticidade molar (6,,) € obtida a partir das seguintes equagdes:

Azlné:ecl

Ae — o Aesquerda - ADiv'eita (4)
€ = €esquerda — €Direita = cl

0,, = 100g = 2398Ae
cl

Onde 6,, é a diferenca entre o coeficiente de extincdo molar da luz polarizada
da esquerda para a direita Ae, que depende da absorgao da luz A, a concentragao da
espécie ¢, a distancia percorrida [ e a intensidade da luz 1.

3.10 Deteccao de anticorpos

O kit de deteccao de anticorpos neutralizantes (cPass) é baseado em ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Destina-se a avaliacdo qualitativa de anticorpos neutralizan-
tes (Green; Sambrook,2012). Devido a esta fungéo, pode ser utilizado como validagéo
experimental da capacidade neutralizante de anticorpos miméticos. O valor de corte da
percentagem de inibicao %gs;,.. para anticorpos neutralizantes é de 30%, para valores
abaixo deste considera-se que nao ha neutralizacéo, para valores superiores considera-
se que o anticorpo é capaz de neutralizar o antigeno. A percentagem de inibicao é
obtida usando a equacao abaixo:

OD mostra
%Sinal - |:]- - #} X

(4)

Onde OD 40sra € @ densidade Optica da amostra € O D¢ oo € @ densidade
Optica do controle negativo.
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Se a populagdo inicial ndo possuir mais de 80% de mutantes
com EL favordvel, a fungdo de pontuagdo deve ser recalibrada,
alterando o raio de corte.

0 AG é executado até que toda a populagdo de mutantes GB1
apresente uma EL melhor do que os ligantes nativos do
antigeno.

Ancoragem

Uma ancoragem inicial é realizada entre as

G B 1 Antl'ge g]e]estruturas do GB1 e o antigeno alvo.

Funcéo de
pontuacao

Populacao
inicial

— AG

Convergéncia

A funcdo de pontuagao seleciona os rotdmeros na
superficie do GB1 que melhor se ajustam a

superficie do antigeno.

A lista de rotdmeros é usada para gerar a
populagéo inicial de mutantes GB1. Todos os
mutantes possuem o mesmo espagamento entre
os antigenos, representando a condigao inicial da
DM.

Séo realizadas simulagées de DM de 100 ns para
cada um dos sistemas contendo os mutantes e o
antigeno. A populagéo é ordenada através do
célculo da EL.

Estagio de validagao experimental
Si Expressdo bacteriana

I Purificagdo por cromatografia de afinidade
Ensaio imunoenzimatico

Em caso de ndo convergéncia, sdo realizados
cruzamentos entre os mutantes com melhor
energia, gerando mutantes filhos que herdam as
caracteristicas mais favoraveis.

Figura 8 — Fluxograma representando a metodologia completa utilizada no AG.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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4 Resultados

4.1 Funcao de pontuacao

A funcao de pontuagéao previamente definida foi aplicada aos antigenos VEGFR,
HC-E2 e RBD, como mencionado na introducdo. E importante ressaltar que ndo se
espera que a populacao inicial, gerada por meio de uma fungao de pontuagao tao
simples, apresente afinidade pela regido de reconhecimento molecular. Seu objetivo
€ apenas evitar problemas que surgiriam ao gerar uma populacdo inicial de forma
aleatoria, como a adigao de grupos hidrofilicos em regides hidrofébicas.

Para facilitar a compreenséo, os resultados da funcao de pontuagao para os trés
sistemas estudados foram ilustrados graficamente. Em cada posicéo selecionada, um
gréafico de barras mostra a classificacdo dos residuos nessa posicdo. Quanto maior o
valor da pontuagéo, melhor sera a capacidade do residuo em ocupar aquela posi¢ao.
Nos graficos a seguir, as colunas representam os aminoacidos mais bem classificados
em cada uma das posi¢des do GB1 para os trés sistemas.

GLN, GLi ARG, ARG,

YR, lLE' L
.ILAI lLEl As»‘ms HIS
ARG ILE! mE.‘ MET{ ALA TR,
ASN, PRO, ARG GLN, TYR| TRP,

0 | Nouwi e LEU, | GLN| AsN|
GLY FRO FRO GLY VAL AL cﬂ_wj GLY GLY

LY

Funcao de pontuagéo ( kcal.mol™ Atom™)
3

10 20 30 40 50

Indice dos residuos

Figura 9 — Representagéo da ordenagao dos residuos conforme a fungéo de pontuacédo para o antigeno
VEGFR.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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Na Figura 9, no resultado da funcéao de pontuacao do antigeno VEGFR, podemos
observar um dominio de valores de energia positivos em quase todas as posicoes,
indicando que existem muitos residuos com interacées favoraveis. Observa-se que, nas
posicoes 19 e 42, nenhum dos rotAmeros consegue pontuar devido a grande distancia
do molde VEGFR. Nas regides polares, os residuos com maior pontuagcao geralmente
séo aqueles que podem atuar como doadores ou aceptores de ligagées de hidrogénio.
Nas regides apolares, o que determina a pontuacao € a capacidade do residuo de
ocupar melhor o espaco. Além disso, existem residuos com pontuacdes negativas,
indicando uma penalidade elevada para interagcdes desfavoraveis.

MEI’ MET’

ms' MET’ PR01 ALA
MET’ TRF’ |iLE1 LEU’ ASN MET’ PRO;
L¥s ) MET; 29201 m?e’ me’aea LN,

L'YS’
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Figura 10 — Representacao da ordenacao dos residuos conforme a fungdo de pontuagéo para o antigeno
HC-E2.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 10, no resultado da funcdo de pontuagédo para antigeno HC-E2,
notamos que ndo ha muita separacédo de energia entre os residuos. Este resultado
pode ser explicado pelo pequeno tamanho do antigeno, que é capaz de gerar um
namero limitado de interacbes com o AM. A maior separacao de energia ocorre na
posicao 44, onde os valores negativos de energia indicam uma alta penalidade devido
a interacdes desfavoraveis.
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Figura 11 — Representagao da ordenagéo dos residuos conforme a fungdo de pontuagéo para o antigeno
RBD.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 11, o resultado da fungéo de pontuagéo para o antigeno RBD mostra
um dominio de valores negativos, indicando uma predominancia de penalidades em
quase todas as posicoes. No entanto, a regido superficial do antigeno possibilita
diversos tipos de interagdes, favorecendo uma boa separacao entre os residuos.

Esses resultados mostram que a fungéao de pontuacgéao, definida por parametros
empiricos, € um método plausivel para gerar uma populacéo inicial. Sua aplicagao pode
ser interpretada como um mecanismo de direcionamento da populacéo inicial de AM
para as imedia¢gées de um minimo local, colaborando com o processo de otimizagao
do AG.

A EL das populagdes iniciais € calculada com o MM-GBSA e utilizada como
principal critério de calibracdo para a funcao de pontuacao. Uma grande porcentagem
de mutantes de primeira geragao com EL favoravel é o objetivo desejado. Caso contrario,
a funcéo de pontuacao pode ser recalibrada variando o raio de corte. O AG inicia sua
tarefa atuando sobre uma populacao inicial de AM que ja possui alguma afinidade pelo
antigeno, evitando a necessidade de escolha entre 20' possibilidades de permutacgao.
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4.2 Algoritmo genético do sistema VEGF

A etapa de execucao do AG, conforme explicitado anteriormente, utiliza um
sistema de base inicial, como pode ser visto na Figura 12B, formado pela estrutura PDB
original do antigeno de interesse VEGFR, ancorado no peptideo GB1, servindo como
condi¢ao inicial onde todos os mutantes sao gerados. Além disso, essa abordagem nos
permite utilizar a estrutura cristalografica do antigeno VEGFR com seu ligante natural
VEGF, como pode ser visto na Figura 12A, para calcular a EL que serve como critério
de convergéncia para o AG.

B)

Figura 12 — llustragdo mostrando o sistema base para a DM no projeto de AM. A) Sistema formado pelo
VEGFR e o VEGF. B) Sistema base formado pelo GB1 e o VEGFR.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

A partir dessas estruturas iniciais, testamos o protocolo de AG previamente
definido. As DMs de 100 ns foram executadas na populagéo inicial, gerada pela fungéo
de pontuagao, formada por 10 mutantes (mGB1) (APENDICE A - Tabela 2). O método
MM-GBSA foi aplicado aos 10 ns finais para estimar a EL de cada mutante. Esse
intervalo se justifica porque, diferentemente de moléculas pequenas, que podem ter
uma grande numero de conformacdes no sitio de ligacao, os anticorpos sao estruturas
maiores e estaveis, que reconhecem o antigeno em poucas conformacgdes. Além disso,
as sequéncias de residuos favoraveis a ligagdo sao transmitidas para geracgoes futuras
de AM, sendo amostradas dezenas de vezes no AG, o que equivale a uma simulacéao
de DM de milhares de nanossegundos.
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Figura 13 - llustracio da conformacéo final dos mutantes mGB1 da populacgéo inicial do AG ap6s 100ns
em cada DM.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 13, podemos ver o frame final dos mutantes da populagéo inicial apds
100 ns de DM. Nota-se que as estruturas mGB1-2, mGB1-7, mGB1-8 e mGB1-9, que
possuem afinidade maior pela regido, permanecem ligadas ao antigeno durante todo o
tempo de simulag&o. De maneira oposta, nas estruturas mGB1-1, mGB1-3, mGB1-4,
mGB1-5 e mGB1-6, ocorre a separa¢ao dos complexos, mesmo com valores negativos
para a EL.

Esse resultado é explicado porque, para aumentar a eficiéncia, o método MM-
GBSA ignora alguns termos entrdpicos, que seriam cancelados ao fazermos a compa-
racdo de AAG. Este resultado revela que o tempo de simulacao é suficiente para que
os AM se afastem da regido de interesse caso nao tenham afinidade. Nesse caso, as
energias menos favoraveis podem ser descartadas pelo AG, sem a necessidade de
calcular termos entrépicos computacionalmente caros. Assim, constatamos que ape-
nas as estruturas mais promissoras sdo capazes de permanecer ligadas ao antigeno
durante todo o tempo de simulacéo.

Como podemos ver na validagao do AG (APENDICE B - Tabela 3), a comparagéo
entre a EL calculada pelo MM-GBSA e valores calculados de métodos experimentais
apresenta algumas limitacdes relacionadas a parametrizacdo do campo de forca e
a auséncia de alguns termos entropicos. No entanto, a comparagcdo de AAG entre
diferentes moléculas é bastante confiavel (Wu et al.,2020; Hou et al,2010). Nesse caso,
calculamos o MM-GBSA da estrutura cristalografica do complexo formado pelo receptor
VEGFR e seu ligante nativo VEGF (Figura 12A), obtendo o valor de -39,4 kcal.mol™!.
Esse valor fornece um parametro para ser usado como critério de convergéncia do AG,
como vemos na Figura 14:
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Figura 14 — Energias calculadas em todas as geracoes do AG para o sistema VEGFR. O critério de
convergéncia € a EL entre o VEGF e o receptor VEGFR.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 14A podemos ver o resultado da comparagéo da EL da primeira gera-
cdo de mutantes mGB1 (APENDICE D - Tabela 4). A fungéo de pontuagéo resulta em
80% dos mutantes com energia favoravel, mostrando que o reconhecimento molecular
depende do conjunto de residuos de aminoacidos envolvidos. Vale ressaltar que, dado
que a funcao de pontuacgao é bastante simples para determinar qual microdominio
possui maior afinidade, cabe ao AG selecionar as melhores combinagdes de residuos.
O crossing over, descrito na metodologia, é realizado aos pares, considerando as

melhores energias.

Na primeira geracdo, mGB1-9 com mGB1-8, mGB1-2 com mGB1-7 e assim por
diante, originam uma nova populagdo de mutantes filhos. A etapa de DM com célculo
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de MM-GBSA ¢é aplicada novamente. O melhor resultado é alcangado ao cruzar as
duas primeiras fitas-3 de mGB1-9 com as duas ultimas fitas-5 de mGB1-8, resultando
no mutante mGB1-11, com uma energia de -56.4 kcal.mol~!. Este valor de energia
esta abaixo do critério de convergéncia, com um aumento significativo na afinidade
na primeira etapa de otimizacdo (APENDICE D - Tabela 5). As melhores energias da
populacao inicial, juntamente com os mutantes filhos, sdo reordenadas, eliminando
mutantes com energias menos favoraveis, formando a segunda geragdo (APENDICE D
- Tabela 6).

Na segunda geracao (Figura 14 B), obtemos uma reducgao significativa de energia
da populagao, evidenciando a capacidade de otimizacao do AG. A populacédo de
segunda geracgao € cruzada novamente, para gerar uma nova populacdo de mutantes
(APENDICE D - Tabela 7). O AG muitas vezes da origem a mutantes com energias
desfavoraveis, mas como a selecao natural de AG elimina esses mutantes, espera-se
que a energia da populacao seja otimizada a cada geracgao. De todos os mutantes filhos
da segunda geracdo, apenas 4 obtém energia abaixo de -20 kcal.mol~!. As melhores
energias ocorrem em mutantes com grupos de aminoacidos mais heterogéneos, que
nao competem pelo mesmo local de ligacao.

Na terceira geracao (Figura 14 C), a convergéncia de energias comeca a selecio-
nar as melhores combinacdes de aminoacidos, gerando microdominios mais favoraveis
ao reconhecimento molecular. Embora a populacao de terceira geragédo tenha sido
otimizada para energias abaixo de -20 kcal.mol~!, ndo obtemos mais mutantes com
energias abaixo do critério de convergéncia, mostrando que o AG pode exigir mais
etapas de otimizagdo. Além disso, as colunas da Tabela 8 comegam a mostrar as propri-
edades que as cadeias laterais dos residuos precisam para otimizar o reconhecimento
molecular. Nos mutantes filhos da terceira geracdo novamente nao temos energias
com valores abaixo do critério de convergéncia, mas novamente ha uma atualizacao
da populagéo (APENDICE D - Tabela 9).

Na quarta geragéo (Figura 14 D), observa-se uma perda de variabilidade popula-
cional @ medida que os microdominios favoraveis sdo mantidos (APENDICE D - Tabela
10). Isso cria um problema para o AG, que nao pode gerar novos mutantes apenas
com crossing over. Uma solucdo para este problema € inserir mutacdes para aumentar
a variabilidade.

No AG padrao, essa mutacao seria aleatéria, mas quando olhamos a Tabela 10,
o residuo de cisteina na posi¢ao 8, que aparece em metade da populacao, torna-se
uma boa opg¢ao. Uma solucéo racional seria realizar mutacdées de aminoacidos com
tamanhos e propriedades semelhantes. No APENDICE A - Tabela 2, a funcéo de
pontuacgéo prevé que o residuo de serina pode ocupar esse local. Uma serina tem o
mesmo numero de atomos e ocupa praticamente 0 mesmo espago da cisteina, com
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a vantagem de ser doador de ligacdo de hidrogénio. Assim, por meio de informagdes
preexistentes da funcdo de pontuacéao, definimos uma possibilidade de mutacéo, para
que o algoritmo possa convergir mais rapidamente, sem necessidade de escolhas
aleatorias.

Nos mutantes filhos da quarta geracdo (APENDICE D - Tabela 11), observa-se
gue o mutante mGB1-46, gerado pela mutacao do residuo de cisteina para serina em
mGB1-11, obtém a energia de -15.5 kcal.mol~!, resultando em uma enorme perda de
afinidade. Isto se deve a interagédo entre o grupo alcool do residuo serina e o grupo
acido do aspartato na posicao 55. Este resultado mostra como os virus conseguem
escapar do sistema imunoldgico ao revelar que a mutagao de um unico residuo pode
desestabilizar toda a capacidade de reconhecimento molecular dos anticorpos. Além
disso, podemos compreender por que modelos matematicos muito simples, baseados
apenas em interagdes intermoleculares, séo insuficientes para prever a atividade de
moléculas bioativas, uma vez que desconsideram a interagdo entre 0s grupos quimicos
da prépria molécula.

Na quinta geracéo (Figura 14 E), toda a populagcédo apresenta energia abaixo de
-24 kcal.mol~!, na qual todos os mutantes permanecem ligados ao epitopo durante todo
o tempo de simulacéo. Isso significa que, teoricamente, essas moléculas ja possuem
potencial para serem AM, com EL favoravel durante o tempo de simulacdo. Um dos
mutantes filhos da quinta geracdo (APENDICE D - Tabela 13) possui energia inferior
a -40 kcal.mol~!, mostrando que ainda ha muito espago para otimizar a energia da
populagao.

Na sexta geracao (Figura 14 F), a energia da populagao se aproxima de -30
kcal.mol~!, uma melhoria significativa em relagdo a primeira geragdo. O AG demonstra
a capacidade de gerar diversos AM com afinidade, mesmo que nao houvesse critérios
de convergéncia. Nos mutantes filhos da sexta geracao, obtemos novamente energias
entre as 10 primeiras (APENDICE D - Tabela 15).

Na sétima geracao (Figura 14 G), a populagao apresenta EL média abaixo de -30
kcal.mol~!. Observa-se que as mutagdes de serina na posi¢do 8 permanecem, embora
estejam nas Ultimas posicdes (APENDICE D - Tabela 16). Nos mutantes filhos da
sétima geracao, obtemos duas energias abaixo do critério de convergéncia, indicando
que o AG pode convergir mais rapidamente (APENDICE D - Tabela 17).

Na oitava geracgao (Figura 14 H), quase metade da populagdo possui energia
abaixo do critério de convergéncia, o ultimo mutante remanescente da primeira geragao
esta agora no meio da Tabela 18. Um dos mutantes filhos da oitava geracao obtém
energia abaixo do critério de convergéncia, porém sua sequéncia € um pouco diferente
das demais, o que & interessante do ponto de vista da variabilidade (APENDICE D -
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Tabela 19).

Na nona geracao (Figura 14 1), existem 5 mutantes com energia abaixo de -40
kcal.mol~!, sendo observada grande similaridade entre mGB1-11 e mGB1-51, mGB1-
71 e mGB1-71 (APENDICE D - Tabela 20). Nos mutantes filhos da nona geracao,
obtemos novamente dois mutantes com energias abaixo do critério de convergéncia,
mas observa-se uma saturagdo de possibilidades de cruzamento (APENDICE D -
Tabela 21).

Na décima geracao (Figura 14 J), a variabilidade populacional é bastante re-
duzida, o numero de permutacdes possiveis para gerar novas populacées é limitado
(APENDICE D - Tabela 22). Nos mutantes filhos da décima geracdo obtivemos duas
energias abaixo do critério de convergéncia, com destaque para -51 kcal.mol~! do
mutante mGB1-101, segunda melhor EL obtida pelo AG (APENDICE D - Tabela 23).

Na décima primeira geracao (Figura 14 K), 90% da populacao possui energia
abaixo do critério de convergéncia (APENDICE D - Tabela 24). Entre os mutantes
filhos da décima primeira geragcdo (APENDICE D - Tabela 25), obtivemos o mutante
mGB1-111 com energia de -40,1 kcal.mol~!, completando a convergéncia do AG na
décima segunda geracao (Figura 14 L).

Uma observacao importante a ser feita € que, embora o VEGFR seja semelhante
em tamanho ao GB1, sua estrutura bem definida permite a identificacao da regiao
responséavel pelo reconhecimento molecular. Com esta informag&o podemos evitar
0 problema criado por ignorar outras por¢gdes da proteina principal onde o epitopo
esta localizado. Este € um fator muito importante para a confiabilidade nas etapas
experimentais subsequentes.

Apoés a convergéncia do AG, notamos que embora a regiao de ligacao ao VEGFR
seja predominantemente hidrofébica, a maioria das cadeias laterais dos residuos que
convergem néo sdo completamente hidrofébicas. Isto pode ser explicado porque o
AG seleciona os residuos que melhor preenchem as diferentes regides de ligacdo do
VEGFR com diferentes tipos de interagdes, o0 que aumenta a seletividade.

O AG foi capaz de otimizar a EL de uma populacédo de 10 mutantes para valores
melhores do que o ligante natural VEGF em apenas 12 geragdes. Este resultado
demonstra a capacidade do AG para projetar AM com elevada afinidade para o antigeno.
Alguns microdominios, como 149N51D53R55, sdo extremamente importantes para essa
afinidade e, como pode ser observado no APENDICE D - Tabela 26, acabam sendo
preservados.
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4.2.1 Andlise do desvio padrao mGB1-11

Um ponto importante a destacar € que a EL ndo é uma constante, os anticorpos
nao estao ligados covalentemente ao antigeno. Portanto, se pudéssemos executar
uma simulagédo por um tempo suficientemente longo, veriamos periodicamente uma
separacao entre os dois. Sendo assim, o erro padrao neste tipo de calculo de energia
nao diminui com o maior numero de frames e tempo de simulacao. O que fazemos
neste sentido é escolher um intervalo de simulagéo, que represente um minimo local
dentro do tempo de simulagéo.

Ainda assim, o desvio padrao € consideravelmente elevado, devido a maior
liberdade de movimento de um anticorpo, em comparacdo com pequenas moléculas
confinadas em cavidades proteicas, onde normalmente é utilizado o MM-GBSA. Neste
caso, dentro do protocolo AG faz mais sentido comparar apenas as médias da EL dentro
do minimo local. Contudo, é oportuno mostrar como o desvio padrdo acompanha a
otimizacao da energia dos AM, como podemos ver na Figura 15:
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Figura 15 — Desvio padrao da energia calculada para o VEGFR, utilizado como critério de convergéncia,
e a energia do mutante de melhor energia mGB1-11.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 15 podemos observar que, mesmo com o desvio padrao de aproxima-
damente 10%, devido a liberdade conformacional do sistema, existe uma diferenca de
energia consideravel entre os -56,5+6,2 kcal.mol~! do mutante mGB1-11 e - 39,4+6,8
kcal.mol~! do critério de convergéncia. Este resultado mostra como o AG pode otimizar
a EL de forma confidvel e estatisticamente significativa dentro do intervalo de simulacao.
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4.2.2 Decomposicao de energia do mGB1-11

Ao calcular a EL usando o método MM-GBSA, podemos usar a ferramenta
de decomposicao de energia do Amber para obter informagdes sobre a contribuicao
energética de residuos individuais para a EL. Nesse caso, aplicamos essa metodologia
no mutante melhor classificado mGB1-11, como podemos ver na Figura 16:

AG kcalmol™

Residuos

Figura 16 — Contribui¢cdes individuais dos residuos do mutante mGB1-11 na EL total.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Como previsto, a ferramenta de decomposicao de energia Amber mostra que
os residuos que mais contribuem para a EL sdo aqueles selecionados pelo AG. A
contribuicdo energética mais favoravel € observada nos residuos de tirosina na posigao
6, histidina na posicao 15 e lisina na posi¢ao 49, todos com aproximadamente -5
kcal/mol~!. Nota-se que os residuos proximos ao N-terminal tém um peso maior na
energia total. Isso pode ser facilmente explicado, uma vez que, quando as possibilidades
de cruzamento das fitas-3 sdo esgotadas, o AG realiza trocas individuais do N-terminal
para o C-terminal. Este resultado pode ser interpretado como uma medida do nivel
de otimizagcdo do AM pelo AG, indicando que haveria possibilidade de melhoria das
energias caso o algoritmo continuasse a ser executado.

O fato desta ferramenta revelar os residuos mais importantes para a energia
total, intuitivamente nos leva a pensar em seu uso para projetar mutantes melhores.
Um exemplo seria modificar o residuo de glutamato na posicdo 56, que tem uma
contribuicdo desfavoravel para a ligacdao. No entanto, conforme demonstrado pelo AG,
a capacidade de reconhecimento molecular é realizada pelo conjunto de aminoacidos
e a alteracao de um residuo poderia desestabilizar essa funcéo.
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4.3 Algoritmo genético do sistema HC-E2

Ao desenvolver uma nova abordagem para projeto de MA, devemos mostrar a
aplicacao em outros sistemas, para verificar a confiabilidade da metodologia. Portanto,
aplicamos o protocolo do AG no desenvolvimento de AM para o envelope HC-E2 do
virus da hepatite C. Esse epitopo é formado somente por duas fitas-/3 cuja estrutura é
mantida por ligacoes de dissulfeto. O sistema base usado pelo AG pode ser visto na
Figura 17.

A) Fab B)GB1

HC-E2 HC-E2

Figura 17 — llustragdo mostrando o sistema base para a DM no projeto de AM. A) Sistema formado pelo
fragmento Fab do anticorpo e o envelope HC-E2. B) Sistema base formado pelo GB1 e o
envelope HC-E2.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 17 A, podemos observar como o fragmento Fab do anticorpo se
liga ao envelope HC-E2 na estrutura cristalografica. Enquanto isso, na Figura 17 B,
€ apresentada a conformacéo inicial do sistema base do GB1 antes da execucao do
AG. Em ambas as ilustragdes podem-se observar a grande diferenca de tamanho
em relacdo ao epitopo HC-E2. E importante destacar que um anticorpo completo
contém dois fragmentos Fab que podem se ligar ao antigeno de forma independente.
Porém, para critérios de comparacao com AM, faz mais sentido utilizar apenas um
dos fragmentos, pois queremos otimizar o reconhecimento molecular para uma unica
regiao.

Portanto, aplicamos o MM-GBSA ao complexo formado pelo fragmento Fab e
pelo envelope HC-E2, com base na estrutura cristalografica resolvida por Pierce et al.
(2017). A partir deste célculo obtemos a EL de -27,5 kcal.mol~*, que foi utilizada como
critério de convergéncia. O mesmo protocolo do AG utilizado anteriormente foi aplicado
ao sistema base, com a vantagem de utilizar um antigeno de tamanho extremamente
reduzido.
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Figura 18 — Energias calculadas em todas as geragdes do AG para o sistema HC-E2. O critério de
convergéncia é a EL entre o Grupo Fab do anticorpo e o peptideo HC-E2.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

A Figura 18 mostra o funcionamento do AG no segundo sistema, otimizando
a afinidade dos AM para o envelope HC-E2 do virus da hepatite. Na Figura 18 A, a
populacao inicial, gerada pela funcao de pontuacao, possui 90% de mutantes com EL
favoravel a ligacao. Além disso, o mutante de primeira geracado HC-mGB1 possui uma
EL menor que o critério de convergéncia (APENDICE E - Tabela 27). Este resultado
mostra uma boa qualidade da calibragcdo da funcédo de pontuacao, que é capaz de
prever a ordem dos dois mutantes com melhor afinidade na primeira geracao.

Devido ao pequeno tamanho do antigeno, que contém apenas 15 residuos, a
convergéncia ocorre muito mais rapidamente. A populacdo mutante é atualizada com
energias abaixo do critério de convergéncia em todas as geracdes do AG.

E interessante notar que, & medida que o AG converge, os microdominios mais
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favoraveis passam a garantir a EL favoravel, aumentando o numero de mutantes viaveis
por geracdo. Este efeito pode ser observado nos mutantes filhos da oitava geracao
(APENDICE E - Tabela 42), onde existem quatro mutantes com energia abaixo do
critério de convergéncia.

A velocidade de otimizacdo permite que o AG convirja em apenas nove ge-
racdes, mostrando novamente sua aplicabilidade no projeto AM. A analise da nona
geracdo (APENDICE E - Tabela 43) mostra que o AG converge para o microdominio
L13D15K17L19 que esta presente em diversos mutantes com energias favoraveis.
Este resultado destaca a possibilidade de reducao do tamanho do AM em abordagens
futuras.

Devemos ressaltar que o pequeno tamanho do HC-E2, além de sua funcgao
puramente estrutural, pode gerar problemas na sua utilizagdo como antigeno para AM.
Isto se deve a falta de informacéo sobre quais estruturas virais estdo localizadas nas
proximidades deste epitopo. Portanto, pode-se afirmar que o HC-E2 seria um antigeno
pouco confiavel em casos experimentais, sendo interessante apenas como prova do
conceito tedrico do AG.

4.3.1 Andlise do desvio padrao HC-mGB1-81
Novamente, é importante avaliar se o resultado do AG no sistema HC-E2 é
estatisticamente confiavel. Portanto, foi realizada uma analise do desvio padrao das

energias calculadas entre o HC-E2, utilizado como critério de convergéncia, e o mutante
com melhor energia HCmGB1-81, como podemos observar na Figura 19:
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Figura 19 — Desvio padrao da energia calculada para o HC-E2, utilizado como critério de convergéncia,
e a energia do mutante de melhor energia HCmGB1-81.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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Na Figura 19 vemos novamente como o desvio padrao acompanha a otimizac¢ao
energética dentro do AG. Embora o desvio padrao tenha um valor consideravelmente
elevado, existe uma separacgao estatisticamente significativa entre as energias de -46,4
+6,6 kcal.mol~! do HCmGB1-81 e -29,5 £5,5 kcal.mol~* do critério de convergéncia,
revelando que a populacao foi de fato otimizada.

4.3.2 Decomposicao de energia do mutante HCmGB1-81

A ferramenta de decomposi¢ado de energia Amber foi aplicada ao mutante
HCmGB1-81 e os resultados podem ser vistos no grafico da Figura 20:

AG Kkcalmol™

Residuos

Figura 20 — Contribui¢des individuais dos residuos do mutante HCmGB1-81 na EL total.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 20, a analise da energia para o mutante HC-mGB1-81 mostra que os
residuos de triptofano, nas posigdes 46 e 49, tém a maior contribui¢cdo para a energia
total. Podemos observar que os residuos mais proximos do C-terminal possuem maior
peso na EL total, 0 que pode ser interpretado como uma saturacao na capacidade de
otimizagéo do AG. Essa saturagéo pode ser atribuida ao pequeno tamanho do antigeno,
fazendo com que o AG convirja mais rapidamente. Deste resultado podemos concluir
gue o tamanho do antigeno alvo, com dimensdes mais compativeis com a area variavel
do AM, oferece melhores resultados devido ao maior numero de possibilidades de
interacao.
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4.4 Algoritmo genético do sistema RBD

Nos sistemas anteriores, o protocolo de AG foi aplicado em modelos puramente
tedricos, como uma prova de conceito, para demonstrar a sua viabilidade. No terceiro
sistema, composto pelo dominio RBD da proteina spike, a intencéo principal era o
desenvolvimento de AM que pudessem ser usados posteriormente na fase experimen-
tal. Esse epitopo, além de muito estavel, ndao contém modificacdes pos-traducionais,
podendo ser expresso facilmente por meio de plasmideos bacterianos.

Nas modificacdes do GB1, com base na experiéncia adquirida nos sistemas
anteriores, optamos por remover a presenca de residuos de cisteina na populacao
inicial ( Liao; Rabideau; Pentelute, 2014), que poderiam formar ligacées de dissulfeto,
indesejadas durante a expressao em laboratorio. Assim sendo, executamos novamente
o protocolo de AG no projeto de AM para o dominio RBD, como podemos observar na
Figura 21:

Figura 21 - llustrag@o da regidao do dominio RBD (Azul) neutralizada por anticorpos. A) Estrutura do
anticorpo B38 (vermelho) neutralizando a regiao de reconhecimento ACE2. B) Estrutura do
dominio GB1 (vermelho) na regido de otimizacdo do sistema base.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 21 A podemos ver como o fragmento Fab do anticorpo B38 se liga
a regiao de reconhecimento ACE2, bloqueando o mecanismo de entrada do virus na
célula. Esta regiao € a mais importante do RBD porque, além de bloquear a fungao de
reconhecimento molecular, permite a comparacgao da EL do anticorpo B38. Portanto,
optamos por otimizar a capacidade de reconhecimento molecular do GB1 nesta regiao.
Devido ao grande tamanho dos anticorpos, ha muitos microdominios de ligacao, que
sao capazes de manter a capacidade de reconhecimento molecular. No entanto, essa
flexibilidade é limitada pelo pequeno tamanho do GB1. Portanto, optamos por utilizar
a EL média entre os fragmentos Fab do anticorpo B38, que sdo mais préximos em
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tamanho do GB1. Nesse caso, obtemos a EL de -50,23 kcal.mol~! usada como critério

de converg
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As estruturas do antigeno RBD e do peptideo GB1 mostradas na Figura 20B
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pode ser observado na Figura 22
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Figura 22 — Energias calculadas em todas as geragbes do AG para o sistema RBD. O critério de
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Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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Na Figura 22 A, podemos ver que todos os mutantes da populacéo inicial tem
uma EL negativa, com alguma afinidade pelo antigeno. Mais uma vez, a fungao de
pontuacdo alcanca o objetivo de gerar uma populacao inicial com energia favoravel ao
reconhecimento molecular. Contudo, estas energias continuam bem acima do critério
de convergéncia de -50,23 kcal.mol~*.

O primeiro mutante com energia abaixo do critério de convergéncia aparece na
32 geracdo (APENDICE F - Tabela 48) e o segundo mutante apenas na 82 geracdo
(APENDICE F - Tabela 58). Devido ao critério de convergéncia muito mais exigente, a
convergéncia ocorre de forma muito mais lenta quando comparada com os sistemas
anteriores, no entanto, é continua se olharmos para a média da populacao ao longo
das geracgdes.

A partir da décima geragao, mutantes com energias abaixo do critério de conver-
géncia comegam a surgir com maior frequéncia, com o AG convergindo na 162 geracao.
Ao longo dessas 16 geracoes o AG favorece a formacao do microdominio Q4E6R8E10,
como pode ser visto no APENDICE F - Tabela 74.

E interessante notar na Tabela 74 que o GB1 original obtém uma EL negativa,
mesmo n&o tendo correlagdo conhecida com o dominio RBD. Porém, esse resultado
€ enganoso, pois como vimos nas mais de 400 DMs realizadas no AG, essa energia
desconsidera os termos entrépicos, sendo apenas um artefato resultante da compatibi-
lidade estérica entre RBD e GB1.

O mutante SGB1-121, surgido na décima primeira geragao, obteve uma energia
de -75,6 kcal. mol-1, sendo a melhor energia dentro da populacao final. Este resultado
mostra novamente que néo € necessario esperar pela convergéncia total do AG para
obter mutantes confiaveis.

Devido ao tamanho consideravelmente maior do RBD em comparagdo com
o GB1, temos muito mais confianga sobre a regido de reconhecimento molecular e
a funcao que ela desempenha. Além disso, sabemos exatamente quais estruturas
proteicas estédo localizadas nas proximidades, tornando este antigeno ideal para prova
de conceito experimental de AM.

E importante destacar que o mutante SGB1-121, melhor classificado durante
o AG, obtém uma energia melhor do que a calculada para os peptideos mutantes do
dominio ACE2, desenvolvidos por Sitthiyotha e Chunsrivirot (2021), usando a mesma
ferramenta do MM-GBSA do Amber. Este resultado mostra o potencial te6rico dos AM
baseados em GB1, capazes de se ligar ao antigeno com melhor afinidade do que os
peptideos que sao ligantes naturais do dominio RBD.
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4.41 Andlise do desvio padrao SGB1-121

O modelo do AG para RBD foi projetado tendo em mente as etapas experimentais
subsequentes. Portanto, mais duas DMs, cujas trajetorias podem ser visualizadas no
APENDICE G, foram realizadas com este sistema, seguindo a mesma metodologia,
como forma de avaliar a confiabilidade do modelo mutante SGB1-121.

No primeiro, foi realizada uma nova DM de 100 ns com a mesma estrutura
SGB1-121 e RBD nas condicoes iniciais do AG (SGB1-121,,p). Entao, apds adicionar
um grupo his-tag de 6 histidinas a regido C-terminal do mutante SGB1-121, foi realizada
uma nova DM de 100 ns (SGB1-121;5t4,)-

Esta simulacao é necessaria porque a his-tag € utilizada na etapa de purifica-
céo por cromatografia de afinidade em coluna de Niquel. Esta comparacéo é crucial
para avaliar se a capacidade de reconhecimento molecular € mantida mesmo com a
presenca do his-tag na regiao C-terminal. A andlise do desvio padrao das energias
calculadas entre RBD, utilizado como critério de convergéncia, e a DM de SGB1-121 é
mostrada na Figura 23:

m Desvio padrao = AG

-25

-50

AG (kcal.mol-1)

-75

-100
SGB1-121his-tag  SGB1-121MD SGB1-121GA RBDFab

Figura 23 — Desvio padrao da energia calculada para o RBD, utilizado como critério de convergéncia, e
as energias do mutante de melhor energia SGB1-121.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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A Figura 23 mostra as energias de -83,0+6,2 kcal.mol~! para o mutante SGB1-
121,p € -81,5+7,3 kcal. mol-1 para o mutante SGB1-121,,,_,,,, resultados melhores
que o valor de -75,6+4,9 kcal. mol-1 obtido por SGB1-121 no AG. Os valores de energia
estdo muito proximos, dentro do desvio padrdao, mesmo em simulacoes diferentes.
Este resultado confirma que o tempo de amostragem da DM é suficiente para obter
resultados confiaveis.

Esses valores de energia estdo muito distantes do valor do critério de con-
vergéncia, mesmo considerando o desvio padrdo, mostrando que as energias foram
otimizadas pelo AG de forma estatisticamente significativa. Além disso, observamos
que mesmo com a adicao da his-tag no mutante SGB1-121, ndo parece ter ocorrido
uma perda na capacidade de reconhecimento molecular, um fator importante a ser
considerado antes de prosseguir para a etapa experimental.

4.4.2 Andlise de termos entrépicos

Uma vez convergido o AG, podemos analisar a EL de um ponto de vista mais
completo, inserindo os termos entropicos de origem vibracional (Genheden et al.,
2012). Neste caso, utilizamos as trajetérias de DM dos mutantes SGB1-121,,, e SGB1-
121his — tag e recalculamos o MM-GBSA, juntamente com o termo entrdpico, através
dos modos normais de vibracdo, como pode ser visto na Figura 24.

m Desvio padrdo = AG

-20

AG (kcal.mol-1)

-30

-40
SGB1-121his-tag SGB1-121MD

Figura 24 — Valores da EL dos mutantes SGB1-121,,p € SGB1-1214,;5_14, com adi¢éo do termo entro6-
pico dos modos normais de vibragéo.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Ao somar os termos entrépicos da EL dos mutantes obtemos -31,1+6,2 kcal.mol~!
para o mutante SGB1-121,,,, e -28,3+7,3 kcal.mol~! para o mutante SGB1-121,,;5_4,-
Este resultado mostra uma EL negativa, favoravel ao reconhecimento molecular, mesmo
com a contribuicdo positiva do termo entrdpico e do desvio padréao. Além disso, de-
monstra que a his-tag tem pouco efeito nas propriedades esperadas para o mutante
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SGB1-121, sem diferenga estatisticamente significativa. Este resultado mostra nova-
mente como o AAG consegue ordenar as energias independentemente do calculo da
componente entropica vibracional, computacionalmente muito cara para ser usada no
AG.

4.4.3 Decomposicdo de energia do mutante SGB1-121

A ferramenta de decomposicao de energia Amber foi aplicada ao mutante SGB1-
121 e os resultados podem ser vistos no grafico da Figura 25:

AG kcalmol™

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Residuos

Figura 25 — Contribui¢cdes individuais dos residuos do mutante SGB1-121 na EL total.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 25, a analise da decomposicao de energia do mutante SGB1-121
mostra varios residuos importantes ao reconhecimento molecular, como o glutamato
nas posicdes 6 € 13, a arginina na posicao 8 e glutamina na posicao 46, todas com
valores abaixo de -5 kcal.mol~!. Além disso, hd uma contribuicdo maior na energia para
residuos proximos ao N-terminal, indicando que haveria possibilidade de otimizar ainda
mais a energia total na regido C-terminal em caso de continuidade do AG.

Devemos ressaltar que o epitopo do dominio RBD é muito maior que os antige-
nos anteriormente utilizados, oferecendo muito mais possibilidades de interacéo, o que
parece favorecer a capacidade de otimizacao do AG.

Uma otimizagéo ideal dos AM seria alcangada quando os residuos modificados
apresentassem uma EL muito mais favoravel do que os residuos originais do GB1.
Dessa forma, resultados préximos a esse padrao podem indicar o estagio de otimizacao
dos AM pelo AG. Nesse caso, a ferramenta de decomposicao de energia poderia ser
utilizada como critério de convergéncia nos casos em que os ligantes naturais sao
desconhecidos.
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4.4.4 Modelagem por homologia SGB1-121

A analise de estabilidade dos mutantes pode ser realizada usando o servidor
online de predigao estrutural por homologia (SWISS-MODEL). A modelagem por ho-
mologia (MH) € um dos métodos mais precisos para gerar modelos tridimensionais da
estrutura de proteinas (Waterhouse et al., 2018).

Esta ferramenta usa informagdes de estruturas experimentais, com sequéncias
homologas, para prever o enovelamento de uma proteina. As sequéncias de aminoaci-
dos do mutante SGB1-121: MIYQLELRGKTLEGATLTLAVDAATAEKVFKQYANDNGVDG-
YWTYQDASKIFYVWE foram analisadas pelo SWISS-MODEL e os resultados podem
ser vistos na Figura 26:

Qualidade global estimada

Qmean 0,02

Figura 26 — llustragéo da previsao estrutural da ferramenta de MH. Valores de QMEAN préximos a zero
indicam grande similaridade com estruturas experimentais.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 26, a predigao estrutural realizada por MH mostra que o mutante
SGB1-121 é formado por uma a-hélice e quatro fitas-4. O modelo gerado néo parece
ter sofrido nenhuma modificacao estrutural que descaracterize a estrutura original do
GB1, que é o resultado desejado ao modelar um AM. Isto é confirmado pelos valores de
QMEAN proximos de zero, que indicam alta similaridade com estruturas experimentais
homdlogas.
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445 Teste de ancoragem molecular

Devido a novidade do modelo de AG proposto, devemos garantir a confiabilidade
dos mutantes, evitando que o modelo seja viesado apenas para esta abordagem.
Para isso, podemos aplicar uma abordagem mais tradicional, usando MH em conjunto
com a ancoragem molecular. Dessa forma, optamos por usar a estrutura do mutante
SGB1-121, modelada anteriormente pelo SWISS-MODEL, para realizar a predicao de
ancoragem molecular na estrutura do dominio RBD, usando o servidor online HDOCK
(Yan et al., 2020). A ancoragem molecular realizada de forma independente pode
fornecer uma forte evidéncia da confiabilidade da metodologia aplicada no AG, como
vemos na Figura 27:

Figura 27 — llustracdo do modelo de ancoragem molecular realizado pelo servidor online HDOCK.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 27, podemos observar o resultado da melhor predi¢cdo do servidor
HDOCK. O resultado prevé que o mutante SGB1-121 se liga ao dominio RBD na mesma
regiao e conformacao do sistema base usado na condicao inicial do AG. Isto significa
que se nao conhecermos a regido de ligacao e apenas ancorarmos as estruturas
do modelo, como tradicionalmente é feito para estimar a EL, obteremos a mesma
conclusao. Os resultados mostram que o AG consegue otimizar a capacidade de
reconhecimento molecular o suficiente para ser detectado por software independente,
obtendo resultados que s6 seriam esperados para bancos de dados de proteinas com
atividade biolégica conhecida.
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4.4.6 Teste de His-tag

Nosso modelo de AM é uma representagao simplificada de um sistema mais
complexo e, consequentemente, existem muitas condicoes no ambiente bioldgico
desconsideradas durante a simulagéo. A capacidade de prever computacionalmente as
condigdes reais do sistema ajuda a evitar possiveis problemas nas fases experimentais.
Um exemplo disso é a hist-tag de 6 histidinas, utilizada na etapa de purificacao por
cromatografia de afinidade. Devido ao pequeno tamanho dos AM, a his-tag poderia
gerar problemas, como impedimento estérico, que afetaria o reconhecimento molecular
nas fases experimentais. A sobreposicao dos frames da trajetéria de DM dos mutantes
SGB1-121,,p e SGB1-121,,,_.,, pode ser vista na Figura 28:

Figura 28 — llustragao da sobreposicéo dos frames durante 10 ns finais das DMs do mutante SGB1-121.
A) Sobreposi¢édo dos frames da trajetéria do mutante SGB1-121,,p. B) Sobreposicao dos
frames da trajetoria do mutante SGB1-121,;5_¢4,.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na Figura 28, podemos observar a sobreposicdo dos frames durante 10 ns
finais da DM dos mutantes SGB1-121,,, e SGB1-121,,,_.,,. Nota-se que os mutantes
permanecem firmemente ligados ao antigeno RBD mesmo com a presenca da his-tag,
que tem um grau de liberdade bem maior. Desse modo, observa-se que a presencga
de his-tag ndo deve gerar problemas que atrapalhem as etapas experimentais, nao
havendo necessidade de métodos de modificacao pos-traducional para extracao his-tag
apos a expressao proteica.
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4.4.7 Andlise da estabilidade estrutural

A escolha do dominio GB1 deve-se a sua formidavel estabilidade frente a mu-
danca de aminoacidos. Deste modo, € necessario analisar a estabilidade estrutural
dos AM. Neste caso, optamos por realizar DMs de 100 ns dos mutantes SGB1-121
e SGB1-121,,,_.,, Sem a presenga do antigeno RBD. Sua estabilidade foi avaliada
por meio da raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD) e da raiz quadrada da
flutuagdo quadratica média (RMSF), conforme pode ser observado na Figura 29:
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Figura 29 — Andlise estrutural de todos os mutantes SGB1-121. A) Grafico de RMSD dos mutantes com
e sem his-tag. B) Grafico de RMSF dos mutantes com e sem his-tag.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

A analise grafica do RMSD (Figura 29A) mostra que, durante as DMs de 100
ns, as estruturas variam em menos de 0,5 nm quando comparadas ao frame inicial,
mostrando alta estabilidade. Hd& um RMSD muito maior no mutante SGB1-121,,_,,,,
0 que pode ser explicado pela maior liberdade de movimento da his-tag. O RMSD
nao é suficiente para definir a estabilidade da regido de interesse devido ao apéndice
muito flexivel formado pela his-tag. A analise do RMSF (Figura 29B) mostra que os
atomos dos mutantes tém uma flutuacdo muito baixa, dentro dos graus de liberdade
das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos, com excecao da regiao do apéndice
formado pela his-tag. O RMSF consegue revelar melhor como a estrutura do mutante
SGB1-121,,,_.,, tem uma alta estabilidade.
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4.4.8 Andlise de estrutura secundaria

A verificagdo da estabilidade estrutural do mutante SGB1-121 também pode ser
feita através da ferramenta de andlise de estrutura secundaria (DSSP) do software
VMD, como podemos ver na Figura 30:
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Figura 30 — Andlise estrutural da estrutura secundaria do mutante SGB1-121 durante a DM de 100 ns.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

A Figura 30 mostra como a estrutura formada por quatro fitas-g (Amarelo) e
uma «a-hélice (Lilas) permanece estavel durante a DM de 100 ns. Esse resultado
demonstra mais uma vez a grande estabilidade do dominio GB1 frente a modificagao
de aminoacidos. Os resultados da analise estrutural por meio de MH, RMSD, RMSF
e DSSP demonstram a alta estabilidade do mutante SGB1-121 gerado a partir da
estrutura GB1. Este resultado indica que o AM tém boas possibilidades de manter a
integridade estrutural da regido otimizada para reconhecimento molecular.
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4.4.9 Moléculas estruturais de agua

Sempre que buscamos o desenvolvimento de novas moléculas bioativas, de-
vemos levar em consideracao a importancia das moléculas estruturais de agua como
mediadoras da capacidade de reconhecimento molecular. A possibilidade de incluir
moléculas de agua explicitas na simulagao do reconhecimento molecular é uma das
principais vantagens da DM. Neste caso, analisamos a trajetoria de DM do mutante
SGB1-121,,p para localizar este tipo de agua estrutural, como podemos ver na Figura
31:

>GBL2

Figura 31 - llustragdo da sobreposicao dos frames da trajetéria de DM do mutante SGB1-121,,p.
Moléculas de dgua sao coloridas em vermelho no interior do arcaboucgo proteico.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Na llustracao da sobreposicao dos frames da trajetéria de DM do mutante
SGB1-121 podemos localizar duas moléculas de agua (Vermelho) que permanecem
nas cavidades formadas entre o mutante SGB1-121 e o dominio RBD. Este resultado
mostra claramente um papel mediador na ligagdo entre moléculas maiores. Apos
completar esta analise, podemos concluir que o modelo te6rico de AM para o RBD é
suficientemente confiavel para prosseguir para a fase experimental deste estudo.
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5 Sintese e validacao experimental

Apés a convergéncia do AG, encerramos a parte computacional deste projeto
e iniciamos o planejamento da parte experimental. Um dos objetivos do projeto é
a testagem experimental dos AM. Conforme explicado na metodologia, 0 GB1 tem
um tamanho de 56 residuos de aminoacidos, o que o torna muito grande para ser
sintetizado quimicamente.

No entanto, o0 GB1 pode ser facilmente sintetizado pela expresséo bacteriana
por meio de plasmideos, como pode ser visto em Bozkurt et. al (2018). Portanto, para
a parte experimental, foram encomendados plasmideos ja clonados com genes para o
mutante SGB1-121,,,_7,, € 0 peptideo original GB1 (GB1-Ref), utilizado como controle
de qualidade. Abaixo estao as sequéncias em formato fasta das duas moléculas
utilizadas na parte experimental:

+ SGB1-121: MIYQLELRGKTLEGATLTLAVDAATAEKVFKQYANDNGVDGYWTYQ-
DASKIFYVWEHHHHHH

+ GB1-Ref: MTYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKVFKQYANDNGVDGEWTYD-
DATKTFTVTEHHHHHH

As duas sequéncias sdo muito semelhantes, diferindo apenas nas regides dos
15 residuos modificados pelo AG. Além disso, a sequéncia mostra o marcador his-
tag na regido C-terminal. Como observado por Liao, Rabideau e Pentelute (2014), a
possibilidade de conjugar outros dominios funcionais nas extremidades C-terminais
€ outra das vantagens do GB1, o que permite a liberacdo intracelular de anticorpos
miméticos.

Detalhes dos protocolos utilizados na parte experimental, incluindo preparagao
e transformacéo celular, expressao e extracao de biomassa, purificagdo cromatogra-
fica e avaliagédo de afinidade antigénica, podem ser encontrados detalhadamente no
APENDICE C - Protocolos Experimentais.
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5.1 Analise de dicroismo circular

A analise do dicroismo circular pode fornecer informagdes importantes sobre
a estrutura secundaria, permitindo a investigacdo do estado de enovelamento dos
peptideos sintetizados. Portanto, amostras purificadas de solugdo contendo GB1-
Ref e SGB1-121,,;_1,, foram analisadas no aparelho de dicroismo circular, com trés
varreduras de 185 nm a 260 nm e largura de banda de 0,5 nm (Bozkurt et. al, 2018).
Além disso, foi realizada uma previsao tedérica do espectro de dicroismo circular da
GB1-Ref fornecida pelo servidor online PDBMD2CD (Drew; Janes, 2020). Os resultados
podem ser visualizados na Figura 32:
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Figura 32 — Grafico mostrando o espectro de dicroismo circular das solugées contendo GB1-Ref e SGB1-
121 (diluidas 150 vezes), com a previsao tedrica fornecida pelo servidor online PDBMD2CD.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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Inicialmente, as solugdes contendo GB1-Ref (59,5 ng.uL~!) e SGB1-121 (55,0
ng.nL~t) foram testadas no Dicroismo Circular. No entanto, devido a concentracdo
muito elevada, ndo foi possivel realizar a medi¢cédo. Portanto, optamos por diluir as
solugcdes em 150 vezes e 200 vezes, obtendo as concentragcdes nas quais foram
realizadas as medidas.

Na Figura 32, as curvas obtidas para a GB1-Ref e SGB1-121 revelam picos
na regiao de 190-200 nm, seguidos por uma queda na regiao de 200-225 nm e
estabilizacdo em torno de zero apds 225 nm. Nenhuma das curvas indica uma regido
de queda com um minimo entre 190-210 nm, sugerindo que nao ha desenovelamento
randémico, mas sim um reequilibrio entre folhas-3 e a-hélices. Nesse caso, a GB1-REF
parece estar mais proxima de sua curva ideal, uma conclus&o corroborada pela andlise
mais detalhada do grafico utilizando o servidor online BeStSel (Micsonai et al., 2018).

Segundo o BeStSel, a curva de modelo ideal da GB1 prevista pelo PDBMD2CD
indica que para essa estrutura deveria haver 18,8% de a-hélices, 23,4% de fitas-g
antiparalelas e 7,3% de fitas-g paralelas. No entanto, ao compararmos as curvas de
elipticidade molar das moléculas reais, observamos diferencgas significativas. Na curva
obtida para a GB1-Ref (0,39 ng.uL~!), obtemos 17,0% de a-hélices, 20,2% de fitas-3
antiparalelas e 9,9% de fitas- paralelas. Esse resultado € muito proximo do esperado,
o que sugere que a GB1-Ref obteve um enovelamento adequado.

Na curva obtida para SGB1-121 (0,36 ng.uL™'), obtemos 0,0% de a-hélices,
42,2% de fitas-3 antiparalelas e 4,7% de fitas-3 paralelas. A primeira vista, os resultados
indicam que a SGB1-121 ndo se enovelou na estrutura esperada. No entanto, ao
analisarmos novamente a GB1-Ref (0,29 ng.uL~!), obtemos 0,0% de a-hélices, 37,5%
de fitas-g antiparalelas e 0% de fitas-3 paralelas.

Esse resultado indica que o dicroismo circular depende significativamente da
descoberta de uma concentracao ideal, visto que o aparelho é altamente sensivel
a diluicdo. Como obtivemos previsdes estruturais muito diferentes ao variar as con-
centracées, isso levou a resultados duvidosos. Portanto, o experimento de dicroismo
circular demonstra que o GB1-Ref possui uma estrutura muito préxima daquela pre-
vista teoricamente em uma concentracao especifica. No entanto, ndo podemos tomar
decisdes definitivas sobre a estrutura do SGB1-121 devido as limitacées no nimero de
concentracoes testadas.
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5.2 Avaliacao de afinidade antigénica

A etapa experimental dos testes de afinidade antigénica dos AM gerados pelo
AG foi realizada pela mestranda da FCFAR Aline Reis, que colaborou conosco na parte
experimental deste projeto. Para confirmar experimentalmente a afinidade do AM ao
RBD, foi realizado o teste cPass adquirido em kit comercial, cujo protocolo é mostrado
no APENDICE C. O cPass foi aplicado as solucdes purificadas de 55.0 ng.uL~* do
mutante SGB1-121,,5_74, € 59.5 ng.uL~' GB1-Ref, utilizado como controle negativo. O
resultado preliminar do teste pode ser visto na Figura 33:
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Figura 33 — Grafico mostrando a porcentagem de inibi¢cdo do extrato bruto ndo purificado de E. Coli
e dos extratos purificados contendo GB1-Ref e SGB1-121. Valores acima de 30% sao
considerados positivos para inibi¢ao.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Como pode ser visto na Figura 33, os dados preliminares do cPass indicam
porcentagem de inibicdo de 31.24% para o extrato Bruto de E. Coli. Esse resultado
mostra como excesso de impurezas na amostra pode gerar resultados enganosos,
sendo interpretado como um falso positivo. Para os extratos purificados obtemos por-
centagem de inibicao de 28.51% para GB1-Ref e 59.64% para o SGB1-121. Conforme
detalhado na metodologia, o teste cPass realizado individualmente € apenas qualitativo
e valores acima de 30% sao considerados positivos para inibi¢ao.

Dessa forma, o resultado pode ser considerado positivo para o mutante SGB1-
121. No entanto, por se tratar de um teste preliminar, € necessario analisar o resultado
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com cautela. Embora ainda nao seja possivel afirmar com certeza sobre a capaci-
dade neutralizante do mutante SGB1-121, os resultados preliminares sdo promissores.
Neste ponto, devemos destacar a importancia de realizar mais testes com diferentes
concentragdes, aumentando a confiabilidade dos resultados e permitindo, assim, uma
conclusao definitiva sobre os experimentos.

6 Observacoes gerais

A principal vantagem do AG € o seu baixo custo computacional, cada simulagéo
de DM requer uma GPU e pode ser executada em paralelo. Dessa forma, a populagao
pode ser tdo grande quanto o numero de GPUs disponiveis. Isto permite que o protocolo
do AG seja executado rapidamente sob condi¢bes favoraveis.

A utilizacdo de um modelo para AM baseado em peptideo tem a vantagem de
nao necessitar de parametrizacéo, todos os residuos ja sédo nativos do campo de forga
Amber. Isso nos permite aproveitar ao maximo a DM em GPU, que pode rodar centenas
de nanossegundos por dia, totalmente controlado por scripts de shell.

O protocolo AG realiza apenas comparagao AAG, utilizando o método MM-
GBSA sob condicoes ideais de desempenho. Cabe ressaltar que as energias calculadas
sdo uma média de um minimo local, dentro do intervalo de simula¢do de 100 ns, porém,
0s microdominios sdo amostrados dezenas de vezes, 0 que equivale a simulagdes de
milhares de nanossegundos.

A ferramenta de decomposicao de energia do MM-GBSA pode fornecer informa-
coes sobre os residuos mais importantes para o reconhecimento molecular, servindo
como um marcador para o nivel de otimizacao dos AM dentro do AG. Esta informacéao
pode ser muito util nos casos onde ndo existem ligantes naturais para estimar um
critério de convergéncia.

Os mutantes GB1 que nao reconhecem o antigeno, acabam se deslocando da
regido de interesse durante a simulagédo do DM, sendo eliminados pelo préprio AG
devido a energia desfavoravel. Da mesma forma, mutantes que sofrem desnaturacao,
como SGB1-24 (APENDICE F - Tabela 45), podem ser eliminados faciimente com
analise estrutural. Escolher uma populacéo inicial com energia favoravel potencializa o
AG, que pode convergir mais rapidamente, como visto no mutante mGB1-11 obtido na
segunda geracgao.

Alterar um Unico residuo de aminoacido pode desestabilizar toda a capacidade
de reconhecimento molecular, como vemos na mutacdo CYS8SER. Esta mutacao
faz com que residuos do proprio AM interajam entre si, reduzindo a afinidade pelo



Resultados 68

antigeno. Isso mostra como os virus podem escapar do sistema imunolégico apenas
com mutagdes pontuais.

As cadeias laterais de aminoacidos vizinhos com propriedades semelhantes,
que competem pelo mesmo tipo de sitio, causam perda de seletividade. Um exemplo
seria um AM que estabelece apenas ligacdes de hidrogénio com o antigeno, resultando
em alta afinidade e pouca seletividade. Nesse sentido, podemos dizer que o melhor
modelo de AM nao é aquele que possui a melhor EL, mas sim aquele que realiza o
maior numero de interacdes intermoleculares distintas.

A enxertia de motivos estruturais ja conhecidos € uma das estratégias mais
utilizadas no design de proteinas, mas € limitada por problemas estruturais ao inserir
esses motivos no arcabouco de outras proteinas. Na técnica de AG, os motivos estrutu-
rais sdo desenhados no proprio GB1 de forma inovadora, sem depender de motivos
estruturais preexistentes.

O AG favorece a formagéo de motivos estruturais totalmente originais, como
K2W4Y6C8, 149N51D53R55, L13D15K17L19 e Q4E6R8E10, fundamentais para o
reconhecimento molecular. Esses motivos, formados por varios tipos de residuos,
garantem a alta seletividade dos AM projetados pelo AG.

Os Softwares comerciais capazes de realizar aprimoramento de capacidade de
reconhecimento molecular dependem de bancos de dados preexistentes para realizar
a tarefa. As regides de grande variabilidade ainda sdo um desafio para esse tipo
de ferramenta computacional. A técnica de AG desenvolvida nesse projeto tem a
capacidade de criar seu proprio banco de dados, que pode ser tdo grande quanto o
nuamero de geracdes do AG.

A escolha de um modelo de 56 aminoacidos traz inUmeras vantagens, como
facilidade de sintese e maior penetracao celular dos peptideos. Algo impenséavel para
moléculas de tamanho semelhante a anticorpos reais, contendo centenas de aminoa-
cidos e modificagdes pds-traducionais. A estabilidade dos microdominios projetados
pelo AG podera ser uma oportunidade para, no futuro, minimizar a estrutura dos AM.

A escolha do antigeno para AM deve levar em consideracdo o tamanho do
epitopo, o conhecimento exato da regido de reconhecimento molecular e as estruturas
proteicas localizadas em regides proximas. Isto evita problemas ao criar AM que se
ligam fortemente ao epitopo, mas sdo incapazes de se ligar a proteina completa devido
ao impedimento estérico.

O protocolo AG demonstra que ao combinar condi¢coes 6timas de operagao
das técnicas de DM e MM-GBSA, associadas a modularidade e portabilidade, com
estruturas experimentalmente confiaveis, € capaz de gerar resultados robustos de
forma rapida e abundante.
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Neste ponto devemos destacar que o protocolo AG ainda nao é totalmente
automatico, revisado a cada geracao do algoritmo genético. Essa pratica garante que
apenas mutantes com as qualidades desejadas avancem no protocolo.

A metodologia utilizada neste estudo foi desenvolvida durante a execucao do AG
e obviamente pode ser melhorada. Uma das melhorias mais ébvias seria a possibilidade
de utilizar simulagdes de DM com tempos maiores, ou diversas simulacdées com o
mesmo mutante, para melhor amostrar as possibilidades de conformagdes, aumentando
a confiabilidade do resultado. A analise estrutural e conformacional atualmente realizada
visualmente poderia ser automatizada, permitindo a execug¢ao continua do AG.

A ideia geral deste estudo é bastante intuitiva e de facil compreens&o. Na
verdade, é apenas uma nova abordagem para usar protocolos basicos de DM de
proteinas. O grande diferencial esta na estrutura modular em que séao realizados os
protocolos, na forma de um algoritmo de busca e otimizagdo capaz de reprogramar a
estrutura e funcédo do GB1.

Apds uma revisao da literatura, podemos afirmar que o artigo publicado por Cao
et al. (2020) € o mais préximo do estudo realizado neste projeto. Nesse artigo, utilizaram
o software Rifdock e uma estratégia baseada na escolha dos rotdmeros que melhor
se ligam a superficie de um antigeno para criar motivos estruturais. Posteriormente,
foi feita uma selecdo a partir de um banco de dados de peptideos cuja estrutura
melhor se adaptava ao enxerto desses motivos estruturais. Esse estudo foi validado
experimentalmente por Hunt et al. (2022).

Esses estudos sao muito recentes, publicados apés o inicio desta pesquisa e
conforme afirmam Chauhan e Pantazes (2022), o Rifdock ainda néo teve sua meto-
dologia publicada e revisada por pares, tendo sido idealizado como um pacote para
ser utilizado no Rosetta. A maior inovacao proposta neste estudo em relagcao ao artigo
citado € a criagdo de motivos estruturais diretamente na estrutura dos AM, eliminando
a necessidade de utilizar bancos de dados externos.

Deve-se notar que, como ocorre com qualquer outra abordagem computacional,
a validagao experimental € sempre necessaria para comprovar a atividade biologica.
Nosso resultado experimental mais importante, obtido no teste de afinidade antigénica
do mutante SGB1-121, indica um resultado positivo para neutralizacdo do RBD. No
entanto, ainda é necessario agir com cautela devido a necessidade de realizar mais
experimentos.

O protocolo desenvolvido neste estudo permite uma formidavel portabilidade, de-
pendendo apenas de softwares extensivamente usados em DM, além de ser facilmente
auditavel em todas as etapas, garantindo a transparéncia necessaria a metodologia
cientifica.



70

7 Conclusao

Neste estudo, apresentamos uma abordagem demonstrando que a modelagem
de AM pode ser efetuada utilizando uma combinacao de softwares amplamente em-
pregados em simulacdo molecular. Esses softwares, quando estruturados sob forma
de um AG, podem redefinir o papel do dominio GB1. Tal reconfiguracéo, alcangada
através da reprogramacéao da sua estrutura e funcao, possui um potencial significativo
para orientar a pesquisa experimental por novas moléculas bioativas. A execugao
do AG é viavel computacionalmente devido a escolha de um arcabouco para AM e
epitopos antigénicos com dimensdes extremamente pequenos, mas capazes de manter
a estabilidade estrutural.

Mostramos que, a partir de bases de dados confiaveis da superficie de um
antigeno, usando uma funcédo de pontuagdo muito simples, o AG pode otimizar a
capacidade de reconhecimento molecular de populacdes de AM em poucas geragdes.
Nos trés casos de estudo apresentados, o AG foi capaz de otimizar a EL das populagdes
de AM para valores melhores do que os ligantes nativos. Essa otimizagao acontece
muito rapidamente, comprovando que a escolha racional das populag¢des 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 possivel desenvolver motivos estruturais capazes de reconhecer anti-
genos. Esses motivos estruturais podem ser projetados a partir da prépria estrutura
dos AM, de forma original e inovadora, sem necessidade de softwares de predicao
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 peptidica estavel
para conversdo em AM foi atingido.

Os testes experimentais de afinidade antigénica mostraram um resultado positivo,
confirmando que o anticorpo SGB1-121 foi capaz de neutralizar o antigeno RBD para
o qual foi projetado. Esses resultados ainda ndo sao definitivos, demandando novos
experimentos com diferentes concentracdes. Contudo, a viabilidade da metodologia
utilizada neste estudo é evidente. Todos os procedimentos podem ser concluidos em
periodos significativamente mais curtos do que a busca convencional em extensas
bases de dados de moléculas bioativas. Consequentemente, podemos afirmar que a
fase de validacdo experimental produziu resultados satisfatérios, demonstrando que os
objetivos deste estudo foram alcangados.
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APENDICE A — Parametros da Funcéo
de pontuacao

Tabela 1 — Par&dmetros usados na calibragcao da fungéao de pontuagéo de rotdmeros.

Parametros da funcao de pontuacao
Tipo de interagé@o kcal.mol~! Referéncia
Ligagéo de hidrogénio 1.5 Sheu et al. (2003)
Dipolo-dipolo 0.95 Whitten (2014, p. 450)
Lennard-Jones 0.17 Su et al. (2014)

Tabela 2 — Ordem dos residuos de aminoacidos mais bem classificados em cada posicao na fungao de
pontuacao do rotdmeros

ID\Residuo |2 |4 |6 |8 [13 | 15|17 |19 |42 | 44|46 |49 |51 | 53|55
mGB1-1 A|/N|/H|N|I |Y N |G |G |D|L |L |Q|H K
mGB1-2 RIQ/R|ISM|W|Q|A A |E |I I N |D |R
mGB1-3 C/IKIQ|/A|/K|N|/H|L |[L [NV | H|R|N|L

mGB1-4 Y/ H|V| |WIW|V R I I Y |[S |[W]Y |E |I

mGB1-5 NIl |l [P]R|A|I vV |v | L |T | Q|D|I |W
mGB1-6 QR|W|Q A |L |V |S |S |I C |D|W|K [N
mGB1-7 E(IP MR|L D |W|T|T |K|Y |E|L Y |Q
mGB1-8 L/ L/ E/H/H|K |D|C|C|H|N|K | H]|L |D
mGB1-9 KIW|Y | C|G|HJ|E |Y |Y M|Q V |I Q |V
mGB1-10 HMK M|{N|Il |[Y |N|NJA|D|Y | M| W|T
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APENDICE B - Validacdo do AG

Para validar a técnica de AG, precisamos demonstrar como o MM-GBSA é capaz
de classificar corretamente as energias através do AAG. Assim, optamos por analisar
um estudo experimental sobre a evolugéo dirigida de anticorpos (Zahnd et al.,2004).
Neste estudo, Zahnd et al. (2004) inseriram mutacdées em um fragmento de anticorpo
de cadeia simples (scFv) para melhorar a constante de afinidade. Usando a estrutura
cristalogréfica (PDB ID: 1P4B), que contém um scFv complexado com o peptideo GCN4,
aplicamos o método MM-GBSA. Neste caso, por termos uma estrutura cristalografica,
para maior precisdo do MM-GBSA, utilizamos apenas a estrutura relaxada da etapa de
minimizagéo de energia da DM (Chen et al.,2020; Hou et al.,2010). O resultado pode
ser visto na Tabela 3.

Tabela 3 — Validagao Experimental do AG. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por mol.

Comparacao entre valor tedrico e experimental de AG
Tipo de interacao AG,(Zahnd et al.,2004) AGyv—-aBSA
L107 -141 £ 01 -55.6163
L135 -146 £ 0.2 -57.2596
H6 -14.7 £ 0.1 -57.4534
L107L135 -14.2 £ 0.1 -56.8989
L135H6 -14.8 £ 0.8 -57.7258

Como podemos ver na Tabela 3, ha uma grande diferenga na magnitude das
energias calculadas entre os métodos experimental e tedrico. Além dos termos en-
tropicos desconsiderados pelo MM-GBSA, a energia pode variar muito dependendo
do método de parametrizacdo do campo de for¢ca usado na DM (Kuhn et al.,2005;
Wang et al.,2019). No entanto, como demonstrado por Wu et al. (2020), podemos
fazer uma comparacao muito precisa das diferencas de EL calculadas pelo MM-GBSA
(Wu et al.,2020; Hou et al,2010). O resultado na tabela nos mostra como os mutantes
L107L135 e L135H6, resultantes do crossing over dos mutantes L107, L135 e H6, per-
manecem na ordem correta de classificacdo energética. Usando apenas uma estrutura
relaxada, o MM-GBSA é capaz de ordenar corretamente as energias dos mutantes.
Este resultado demonstra que o MM-GBSA tem uma precisdo necessaria para ser
utilizado em AG. Vale ressaltar que o MM-GBSA ja é amplamente utilizado para filtrar
grupos de moléculas promissoras para o planejamento de farmacos, o que gera muitas
criticas quanto ao método de parametrizacao dessas moléculas. Este problema nao
existe neste estudo, que usa apenas residuos de aminoacidos padrdao do campo de
forca Amber, que ja foram extensivamente validados pelos desenvolvedores.
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APENDICE C — Protocolos
experimentais

Preparo das células e Transformacéao

As células da cepa E. coli BL21 foram inoculadas em 5 mL de meio Luria-Bertani
(LB) 24 horas antes da transformagéo. O cultivo foi incubado em um agitador orbital a
37°C e 240 rpm durante a noite. Em seguida, 50 nL do cultivo foram adicionados a 5
mL de meio LB e deixados crescer por 2 horas, até atingir uma densidade 6ptica de
0,4. Apoés esse periodo, as células foram centrifugadas a 4500 rpm por 3 minutos, € o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado duas vezes com CaCl2 0,1 M gelado,
ressuspenso na mesma solucao e mantido sobre gelo. Apds 30 minutos, a suspensao
foi centrifugada e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspenso em 300 uL
de CaCl2 0,1 M para transformacao. Esse processo foi realizado para duas aliquotas
referentes a GB1-Ref e SGB1-121.

As aliquotas das células receberam 50 ng dos plasmideos (pET-28a/GB1ref ou
pET-28a/GB1-121) e foram mantidas sobre gelo por 25 minutos. Em seguida, foram
submetidas a um choque térmico a 42 °C por 90 segundos, seguido de retorno ao gelo
por 5 minutos.

Apds esse processo, cada aliquota recebeu 1 mL de meio LB fresco e foi deixada
em um agitador orbital por 1 hora a 240 rpm.

Apbs o periodo de recuperagao, foi realizado o plaqueamento em meio LB-Agar
contendo 25 mg/mL de Canamicina. As placas foram incubadas a 37°C para formacéao
de colbnias.

Expressao e extracao de biomassa

Para a expressdo do mutante SGB1-121 e da referéncia GB1, foram utilizados
dois in6culos contendo a cepa de E. coli BL21 Rosetta transformada com os vetores
pET-28a/GB1ref e pET-28a/SGB1-121. Cada indculo foi cultivado durante a noite em 5
mL de meio LB liquido com canamicina. De cada cultura, foi retirada uma aliquota de 1
mL, adicionada a 50 mL de meio LB liquido com a correspondente concentracéo de
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canamicina. Cada cultura foi incubada em um agitador a 240 rpm e 37°C até atingir
uma densidade 6ptica (O.D.) de 0,4 a 0,6. Uma solugcao de IPTG foi adicionada a
cada cultura até alcancar uma concentracéo final de 1 mM. Os meios de cultura foram
mantidos em inducao de expressao por 5 horas a 37 °C.

Apds a indugao da expressao, cada meio foi centrifugado a 1600 x g durante
10 minutos a 10°C, e o sobrenadante foi descartado. A massa celular foi lavada com
tampao Tris-EDTA pH 7,4. Em seguida, foi adicionado um tampao de lise contendo
inibidor de protease ao pellet. O pellet foi lisado utilizando ultrassom de ponteira por 4
minutos, em intervalos de 30 segundos, em um banho de gelo. O lisado foi centrifugado
a 2200 x g durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante resultante foi separado em um
novo tubo e armazenado a -20°C até o uso.

Purificagcao por cromatografia de afinidade

A purificagéo do AM foi realizada em coluna de niquel utilizando colunas croma-
tograficas HisTrapTM (Sepharose TM6 Fast Flow-Ni2+), que possuem afinidade por
histidinas his-tag 6 fundidas as extremidades C-terminais dos AM. As colunas foram
previamente lavadas com agua ultrapura para remover a solugao de estocagem. Em
seguida, para preparar o leito cromatografico, foram introduzidos 25 mL de solucao
de ligacdo. A amostra contendo o sobrenadante foi acrescida de 20 mM de imidazol.
Esta fracdo de sobrenadante foi filtrada por uma membrana de 0,22 ym e aplicada na
coluna. As proteinas nao ligadas foram removidas por meio de uma lavagem com 50
mL de solugdo de ligacdo. As proteinas ligadas foram eluidas com a adigdo de 50 mL
de solucao de eluicdo (500 mM de imidazol). Apds a eluicdo, a coluna foi lavada com
agua ultrapura e armazenada em etanol 20%. O perfil cromatografico foi construido por
meio de amostras de 5 mL eluidas da coluna. A concentracao de proteinas foi medida
pelo kit comercial Micro BCATM Protein Assay (Thermo Scientific). Assim, 100 L de
cada amostra foram adicionados aos pog¢os de microplaca, com 100 uL do reagente de
trabalho. Apés a agitacao por 30 segundos, a placa foi vedada e incubada a 37 °C por
2 horas. Apéds a incubagao, a absorbancia foi medida a 562 nm utilizando o leitor de
placas GO accuSkan (Fisher Scientific).

Avaliacao de afinidade antigénica

Para testes experimentais de afinidade antigénica, foi utilizado o kit comercial
cPass™ SARS-CoV-2 Neutralization Antibody Detection, uma ferramenta destinada a
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deteccao de anticorpos do tipo ELISA por competicao. Este método utiliza o dominio de
ligacdo RBD e o receptor ACE2. Este teste foi projetado para simular o mecanismo de
interacé@o entre o virus e o receptor ACE2 na placa. Esta interagdo pode ser bloqueada
na presenca de anticorpos inibidores de RBD. No caso deste projeto, foi avaliada a
capacidade de inibicdo do mutante SGB1-121.

O protocolo comeca com a pré-incubacéo da proteina quimérica HRP-RBD para
permitir a ligagdo de anticorpos inibitorios. Esta mistura € adicionada a uma placa
de captura revestida com o dominio da proteina ACE2. Desta forma, os conjugados
HRP-RBD que nao sao neutralizados pelos anticorpos sao ligados a placa, enquanto
os conjugados HRP-RBD que foram neutralizados sao removidos durante o processo
de lavagem.

Apés o processo de lavagem, uma solucao de substrato cromogénico (TMB) é
adicionada a placa, tornando-a azul na presenca da HRP. Quando a solugéo de parada
€ adicionada, a reacao é interrompida, tornando-se amarela. A solucéo final € analisada
a 450 nm no leitor de placas de microtitulacdao. A absorbancia medida é inversamente
dependente do titulo de anticorpos neutralizantes RBD.
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APENDICE D - Energias do AG para 0s
mutantes mGB1 anti-FLT-1

Tabela 4 — Primeira geracao de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estao em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG
VEGF XX [ X[ X[ X [ X | X [X [ X |[X [X|X [X|X |X]|-394
mGB1-9 KIW|Y C|G|H|E|Y |Y M| Q| |V |I Q |V ||-385
mGB1-8 L L|E/H|/H|K|D|C|C | H|N|K |H] L |D|-29.8
mGB1-2 RIQ/R|S| MW Q|A |A |E|I I N |D |R | -29.4
mGB1-7 E/P MR|L D W |T |T|K|]Y E|L |Y |Q|/|-234
mGB1-10 ([H|{ M |K |M |N | Y I N/NJ|A  D|Y M |W T |-143
mGB1-5 NI [I PR [A |I V|V | L |T |Q]|D]|I W || -13.4
mGB1-4 Y/ H/ V| |W|W |V R I I Y |S |[W]|Y |E |I -10.0
mGB1-1 AN | H|N/|I Y I[N |G |G |D|L L |Q|H/|K/|-81
mGB1-3 CKIQ/A|/K|N|H|L |L [NV | H|R|N]|L |12
mGB1-6 QR W/ QA L |V |S |S |I C |/ D/W K |N|13

Tabela 5 — Mutantes filhos da primeira geragdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.
ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG
mGBt1-11 |[K|W|Y |C |G |H|E |Y |C|/H|N|K|H | L D |-564
mGB1-12 ([E (P  M|R |L |[D W | T |A |E |I I N D |R ||-21.6
mGB1-13 [N |l || |P |R |A || VN/A|D|Y M W|T |-16.6
mGB1-14 (L (L |{E |H|H |[K |[D |C |Y M |Q |V |I Q |V | -15.0
mGB1-15 |[R|Q/R|S M/ W|Q A |T K |Y |E|L |Y |Q|-120
mGB1-16 [ Q|/R  W|Q|A |L |V |S |L NV H|R | N/JL ||-119
mGB1-17 |A [N |H | N || Y IN |G |I Y |S ([W]|Y |E |I -11.0
mGB1-18 ([C|K | Q|A |K N |H |L |S |I C|D |W| K |N|-791
mGB1-19 |[Y |H |V |[W|W V |[R |I G |D|L |L |Q|H |K |[-62
mGB1-20 ([H{M | K |M|N |I Y IN |V |L |T |Q D |I W 1.8
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Tabela 6 — Segunda geracao de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 46 |49 |51 |53 |55 | AG

mGB1-11 (K| W|Y | C/ G |H|E |Y |[C | H|N|K|H|L |D|-56.4
VEGF XX X[ XX [X | X [ X |X | X |X |X |X |X |X |[-394
mGB1-9 KIwW|lY C|G|H|E |Y |Y |[M|Q |V |I Q |V ||-385
mGB1-8 L/ L/E|H/H|K | D|C|C|H|N|K|H]|L |[D|-29.8
mGB1-2 RIQIRIS/' M W|Q |A |A |E |I I N |D |R || -29.4
mGB1-7 EIP MR|L |D/ W |T |T |K|Y |E|L |Y |Q|-234
mGB1-12 ([E/ P | M/R|L (D (W |T |A |E |I I N |[D |R ||-21.6
mGB1-13 ([N|Il || [P | R |[A || V..N A | D|]Y M|W|T|]|-16.6
mGB1-14 (L|L |E/H/H |K D |C|Y M |[Q |V |I Q |V ||-15.0
mGB1-10 ([H|{M | K | M|N || Y N /N/A|D|Y M|W T |-143
mGB1-5 N || Il |[P|R |A |I V|V I|L |T |Q|D|I W || -13.4

Tabela 7 — Mutantes filhos da segunda geracao de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.
ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 | 55| AG
mGB1-21 ([E|P M/ R|L |[D |[W |T |T |[K |Y [|I N |[D |R || -33.1
mGB1-22  KIW|Y C/G|H]|E |Y |[C|H|N/|V |I Q |V ||-242
mGB1-23 |[E(P | M|R|L |[D |W|T |A |E |I E |L |Y Q|-212
mGB1-24  K/W|Y|C|G|H|E |Y |Y M |Q|K|H|L |D|-211
mGB1-25 | N | | I [P [N I Y N |V |L |TI|Y M|W|T]|-175
mGB1-26 ([N|Il || [P | R |[A |I V1Y M |Q |V |I Q |V ||-16.3
mGB1-27 (L L |E/H/H K D |C |A |E |I I N |[D |R ||-14.5
mGB1-28 RIQ/ RIS M W|Q|A|C|H|N|K|H|L D|-68
mGB1-29 ([HHM K M R A |I V|N|A |D |Q |D|I W || -6.3
mGB1-30 (L|L |E/H/H K |D|C |N|A |D|]Y M|W|T|-37
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Tabela 8 — Terceira geracdo de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 || AG

mGB1-11 ([ K| W|Y C|/G |H |E |Y |[C|H |N|K|H | L |[D|-564
VEGF XX [ XXX | X | X [ X [ X [ X [|[X[|[X |X | X |X |[-394
mGB1-9 KiIw|lY | C|G|H|E|Y |Y M|Q |V |I Q |V || -385
mGB1-21 ([E(P |[M/R|/L |D (W |T |T |[K |Y |I N |D |R || -33.1
mGB1-8 L{L | E|/H/H|K|D|C|C|H|N|K|H L |D|-29.8
mGB1-2 RIQ/R|ISIM|W|Q |A |A |E |I I N D |R ||-294
mGB1-22 K|{W|Y C|G |H|E |Y |[C|H|N/|V |I Q |V || -242
mGB1-7 E/P M|R|IL |[D | W|T |T | K |Y E|L |Y |Q]|-234
mGB1-12 |[E|P M/ R|L |[D |[W|T |A |E |I I N |D | R ||-21.6
mGB1-23 |[E|P  M/R|/L |[D |[W|T |A |E |I E |L |Y |Q]|-212
mGB1-24 K/ W|Y C|/G |H |E |Y |Y M |Q|K | H|L [D|-211

Tabela 9 — Mutantes filhos da terceira geracdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.
ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 || AG
mGB1-31 RIQ/IRISIM|{W|Q|A |C|H|N/|V|I Q |V | -303
mGB1-32  K|{W|Y|C|G | HJ|E|Y |[C|H|N K |I L |V || -24.7
mGB1-33 (K| W|Y |C|G |H|E |Y |[A|E |I I N D |R |-21.7
mGB1-34 ([E|P | M|R|L |[D |[W|T |A |E |I I L |[D |Q |-18.2
mGB1-35 ([E(P | M|R|L |[D | W|T |T |[K|Y |[E [N Y |[R |-179
mGB1-36  K/W|Y | C|G |H |E |Y |A |E |I E L |Y [Q | -17.1
mGB1-37 ([K{W|Y|C|G |H|E|Y |Y  M|Q |V |H | Q |D/|-116
mGB1-38 (L (L |[E|/H/H K |D |C |T |[K |Y [|I N D |R |-32
mGB1-39 ([E(P | M/R|/L |[D | W|T |C|H|N|K |H | L [D]|-1.8
mGB1-40 ([E(P | M/R|/L |[D | W|T |Y [M|Q|K |H | L [D|O0.8




APENDICE D. Energias do AG para os mutantes mGB1 anti-FLT-1

86

Tabela 10 — Quarta geragéao de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por

mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AH

mGB1-11 ([ K| W|Y C|/G |H |E |Y |[C|H |N|K|H | L |[D|-564
VEGF XX [ XXX | X | X [ X [ X [ X [|[X[|[X |X | X |X |[-394
mGB1-9 KiIw|lY | C|G|H|E|Y |Y M|Q |V |I Q |V || -385
mGB1-21 ([E(P |[M/R|/L |D (W |T |T |[K |Y |I N |D |R || -33.1
mGB1-31 ([R|Q|R| S/ MW Q |A |C|H/|N/|V|I Q |V || -30.3
mGB1-8 L|{L | E/HH|K|D|C|C|H|N|K|H|L |D|-29.8
mGB1-2 RIQ/R|ISIM|{W|Q |A |A |E |I I N |D |R || -29.4
mGB1-32 ([K|W|Y C|G |H|E |Y |[C|H|N|K|I L |V || -247
mGB1-22  K|{W|Y C|G |H|E |Y |[C|H|N/|V|I Q |V || -242
mGB1-7 E/P M|R|L |[D | W|T |T | K |Y E|L |Y |Q|-234
mGB1-33 |[K|{W|Y C|/G |H |E |Y |A |E |I I N D |R ||-21.7

Tabela 11 — Mutantes filhos da quarta geracéo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 || AG

mGB1-41 (L | L |E/HM|{W|Q |A |C|H [N |I N |[D |R || -352
mGB1-42 [ K|W|Y | S|G|H|E |Y |Y M |Q|V I Q |V | -318
mGB1-43 |([E|P M R|L |[D | W|T [C |H N |V |I Q |V | -251
mGB1-44 |([K|{W|Y S|G |H |E |Y [C|H [N |V |I Q |V | -199
mGB1-45 ([K|{W|Y S|G |H |E |Y |[C|H [N |K|I L |V ||-19.7
mGB1-46 K| W|Y | S|G |H |E |]Y |C|H|N K |H|L |D|-155
mGB1-47 ([E/P | M/R|G |H |E |Y |T |[K |Y |I N |[D |R || -149
mGB1-48 ' RIQ|/R|S|M|{W|Q |A |T K |Y |I N |[D |R [-12.0
mGB1-49 (K W|Y | C|L |[D |W|T |A |E |I E|L |Y Q|-106
mGB1-50 |[R|Q|R|S|H |K |D |C |A |E |I KI1H |L |[D |12




APENDICE D. Energias do AG para os mutantes mGB1 anti-FLT-1

87

Tabela 12 — Quinta geracdo de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por

mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 || AG

mGB1-11 ([ K| W|Y C|/G |H |E |Y |[C|H |N|K|H | L |[D|-564
VEGF XX [ XXX | X | X [ X [ X [ X [|[X[|[X |X | X |X |[-394
mGB1-9 KiIw|lY | C|G|H|E|Y |Y M|Q |V |I Q |V || -385
mGB1-41 ([L|(L |E/H M W | Q|A |C|H NI N |[D |R || -35.1
mGB1-21 ([E(P |[M/R|/L |[D (W |T |T |[K |Y |I N |D |R || -33.1
mGB1-42 ([ K|W|Y | S|G |H|E |Y |Y M |Q|V |I Q |V || -31.8
mGB1-31 |[R|Q|R| S MW Q|A |C|H|N/|V|I Q |V || -30.3
mGB1-8 L{L | E/H/H|K|D|C|C|H|N|K|H|L |D]|-29.8
mGB1-2 RIQ/RISIM|{W|Q |A |A |E |I I N |D |R || -29.4
mGB1-43 ([E|(P |[M/R|L |[D (W |T |C |H |N |V |I Q |V || -251
mGB1-32 [ K|{W|Y | C|G |H|E |Y |[C|H|N|K|I L |V | -24.7

Tabela 13 — Mutantes filhos da quinta geracdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.
ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 || AG
mGB1-51 ([K{W|Y V|G |H |E |Y |Y M |Q |V |I Q |V | -40.8
mGB1-52 (L | L |E/H/M|{W|Q |A |T K |Y |I N | D R ||-36.2
mGB1-53 (K| W|Y | SIM|W|Q|A|Y M|Q|V I Q |V | -325
mGB1-54 |[R|Q|/R|S|H |W|D |A |A |E |I I H D |D | -282
mGB1-55 [K|W|Y | V|G |H |E |Y |C|H|N | K | H |L |[D]-204
mGB1-56 |[R|Q /R | S|G |H |E |Y |[C|H [N |V |I Q |V | -20.2
mGB1-57 (L|L |E/H|M K |Q|C|C|H|N K |N|L |R|-16.6
mGB1-58 |E P |{M|/R|L |[D |[W|T |[C |H [N |I N |[D |[R ||-144
mGB1-59 ([E|P M/ R|G |H |E |Y [C|H N |K|I L |V ||-80
mGB1-60 (K| W|Y C|L |[D | W|T [C |H [N |V |I Q |V | -6.1
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Tabela 14 — Sexta geracao de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estao em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 || AG

mGB1-11 ([ K| W|Y C|/G |H |E |Y |[C|H |N|K|H | L |[D|-564
mGB1-51 (K| W|Y V|G |H |E |[Y |[Y [M|Q |V |I Q |V | -40.38
VEGF XX | X[ XX | X | X | X [ X [|X [X|X | X |X |X]|-394
mGB1-9 K{w|lY| C|G|H|E|Y |Y M|Q |V |I Q |V || -385
mGB1-52 (L (L |E/ H M W | Q |A|T |K]|Y |I N |D |R ||-36.2
mGB1-41 (L (L |[E/ H MW QA |C|H |N|I N |D |R || -35.1
mGB1-21 ([E(P | M/R|/L |[D (W |T |T |K |Y |I N |D | R || -33.1
mGB1-54 |[K W Y | S|M | W Q A |Y M Q] |V |I Q |V ||-825
mGB1-42 ([ K|W|Y | S|G |H|E |Y |Y M |Q]|V |I Q |V || -31.38
mGB1-31 ([R|Q|R| S/ M W | Q |A |C |H|N/|V |I Q |V || -30.3
mGB1-8 L|{L|/E|H/H|K|D|C|C|H|N|K|H L |D|-29.8

Tabela 15 — Mutantes filhos da sexta geragdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 || AG

mGB1-61 (K W|Y C/G |H |E |Y |[T |K|Y |I N |D R ||-37.1
mGB1-62 R/ Q|/R|S|H | K | D |C|C|H|N |K|H]|L |[D |-290
mGB1-63 (L (L |[E/ H/L |[D | W/|T |C |H |N|I N |D |R ||-26.3
mGB1-64 K/ W|Y C|/G |H |E |Y |Y |H|Q|V H/ | Q| D |-26.1
mGB1-65 L/ L |[E/ HM W Q A |Y M | Q] |V |I Q |V || -156
mGB1-66 (L |L |E H M W QA |C|H/|N/|V|I Q |V | -148
mGB1-67 K/ W|Y | S|M | H | Q |Y |Y M |Q]|V|I Q |V || -13.6
mGB1-68 K| W|Y | S|G W|E [A]Y M |Q |V |I Q |V | -18.2
mGB1-69 ([E(P | MR/ M W | Q |A |T |K]|Y |I N D |R |[|-87

mGB1-70 ([ K|{W|Y V|G |H|E |Y |[C|M|N |K |I L |V |-32
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Tabela 16 — Sétima geracao de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por

mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 || AG

mGB1-11 ([ K| W|Y C|/G |H |E |Y |[C|H |N|K|H | L |[D|-564
mGB1-51 (K| W|Y V|G |H |E |[Y |[Y [M|Q |V |I Q |V | -40.38
VEGF XX | X[ XX | X | X | X [ X [|X [X|X | X |X |X]|-394
mGB1-9 K{w|lY| C|G|H|E|Y |Y M|Q |V |I Q |V || -385
mGB1-61 (K W|Y C/G |H |E |Y |[T |K]|Y |I N D |R || -37.1
mGB1-52 (L (L |E/ H MW | Q |A |T |K]|Y|I N |D |R || -36.2
mGB1-41 (L (L |E/H MW | Q |A |C|H |N|I N |D | R || -35.1
mGB1-21 ([E(P | M/ R|/L |[D (W |T |T |K |Y |I N |D | R || -33.1
mGB1-54 |[K W Y | S|M | W Q A |Y M Q] |V |I Q |V || -825
mGB1-42 K/ W|Y | S|G |H |E Y |Y M |Q] |V |I Q |V || -31.8
mGB1-31 ([R|Q|R| S/ M W Q |A |C|H|N/|V |I Q |V || -30.3

Tabela 17 — Mutantes filhos da sétima geracdo de AM. ATodos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 || AG

mGB1-71 (L | L |E/HM | W|Q |A |C K [N |I N |[D |R || -45.0
mGB1-72 ([L|L |E/H/M |W|Q |A |T |H Y |I N D |R |-413
mGB1-73 |[E(P |[M|R|L |[D | W|T |Y |[M|Q |V |I Q |V | -320
mGB1-74 |[RIW/R | S|G | W|E |A|C |M|N |V |I Q |V | -29.0
mGB1-75 ([K|Q|Y ' S|M|H | Q|]Y |[Y |[H|Q |V |I Q |V | -227
mGB1-76 (K W|Y | S|M | W|Q |A |T K |Y |I N |[D |[R ||-20.4
mGB1-77 |[K{W|Y |C|G |H |E |Y |[Y M |Q|I N |[D |R || -14.8
mGB1-78 [ K|{W|Y | C|G |H |E |Y |C|H|Q |V |H|Q/|D]|-145
mGB1-79 |[K{W|Y C|G |H |E |Y |[T |[K|Y |V |I Q |V | -115
mGB1-80 ([K|{W|Y V|G |H |E |Y |Y [M|N |K|I L |V | -7.0
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Tabela 18 — Oitava geracdo de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estao em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 49 |51 |53 |55 | AG

mGB1-11 ([K|W|Y |C|G |H |E |Y |[C | H | N |K |H|L |D |-56.4
mGB1-71 |[L|L |[E/HM|W|Q|A C K [N |I N |[D |R | -45.0
mGB1-72 |([L|L |[E/H{M|W|Q|A T |H/|Y |I N |D |R | -41.3
mGB1-51 |[K|{W|Y V|G |H |E |Y |Y M |Q |V |I Q |V || -40.8
VEGF XX [ XXX | X | X | X |[X | X |X | X [X | X |X |-394
mGB1-9 KIW|Y|C G| H|E|Y |]Y M|Q]|V |I Q |V ||-385
mGB1-61 ([K|{W|Y |C|G |H |E |Y [T |[K|Y |I N |D |R | -371
mGB1-52 ([L|L |[E/HM|W|Q A T | K/ Y |I N |D |R | -36.2
mGB1-41 ([L|L |[E/HM|W|Q|A C|H NI N |D |R | -351
mGB1-21 |[E|P |[M|R|L |[D |[W|T | T |[K |Y |I N |D |R | -331
mGB1-54 [ K|{W|Y | S M W |Q |A|Y M|Q |V |I Q |V ||-325

Tabela 19 — Mutantes filhos da oitava geragdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 51 |53 |55 | AG

mGB1-81 |[E|P |[M/R|M | W |Q A T |K]|Y |V |I Q |V | -403
mGB1-82 ([K|{W|Y |S|L |[D | W|T Y M |Q |I N |D |R | -37.0
mGB1-83 ([L|L |[E/HM|W|Q|A | C|H/|Y |I N |D | R ||-36.7
mGB1-84 |[K|{W|Y | V|M | W |Q A Y M |Q|I N |D |R | -859
mGB1-85 |[K|{W|Y |C|G |H |E |Y [C |K [N |I N |D |R || -28.8
mGB1-86 ([K|{W|Y |C|G |H |E |Y [T M|Y |I I D |V |-214
mGB1-87 |[K|W|Y | C|G |H |E |Y |[Y K| Q|V N |Q|R|-1738
mGB1-88 (L|L |E/H M W|Q|A|C H|N|K|H/|L |D|-122
mGB1-89 |[L|L |[E H|G |H |E |Y [T |[H|Y |V |I Q |V ||[-11.8
mGB1-90 ([L|L |[E/HM|W|Q|A T |K NI N |D |R | -92
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Tabela 20 — Nona geracdo de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 49 |51 |53 |55 | AG

mGB1-11 ([K|W|Y |C|G |H |E |Y |[C | H | N |K |H|L |D |-56.4
mGB1-71 |[L|L |[E/HM|W|Q|A C K [N |I N |[D |R | -45.0
mGB1-72 |([L|L |[E/H{M|W|Q|A T |H/|Y |I N |D |R | -41.3
mGB1-51 |[K|{W|Y V|G |H |E |Y |Y M |Q |V |I Q |V || -40.8
mGB1-81 |[E|P  M|R/M W |Q |A |T K ]|Y |V |I Q |V | -403
VEGF XX [ XXX | X | X | X |[X | X | X | X [X | X |X |-394
mGB1-9 KIW|Y|C G| H|E|Y |]Y M|Q]|V |I Q |V ||-385
mGB1-61 ([K|{W|Y |C|G |H |E |Y [T |[K|Y |I N |D |R | -371
mGB1-82 |[K|{W|Y |S|L |[D | W|T Y M |Q |I N |D |R | -37.0
mGB1-83 ([L|L |[E/HM|W|Q|A C |H|Y |I N | D |R ||-36.7
mGB1-52 ([L|L |[E/HM|W|Q A T |K/|Y |I N |D |R ||-36.2

Tabela 21 — Mutantes filhos da nona geragéo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 51 |53 |55 | AG

mGB1-91 ([K|{W|Y C|L |[D |[W|T T |[K |Y |I N |D |R | -48.3
mGB1-92 [K|{W|Y | C|M|W|Q|A | C|H|[NI N | D |R | -47.3
mGB1-93 ([L|L |[E/HM|W|Q|A S |H]|Y |I N |D |R | -31.1
mGB1-94 |[E|P |[M|R|G |H |E |Y |[T |[K |Y |V |I Q |V ||-195
mGB1-95 | K|{W|Y | C/M W |Q |A|Y M|Q |V |I Q |V [|[-17.8
mGB1-96 ([L|L |[E/HM|W|Q|A C | K |Y |I N |D |R | -16.6
mGB1-97 |[K|{W|Y |S|G |H |E |Y Y M |Q |I N |D |R | -16.2
mGB1-98 (L W|E |V|G |[W|E AT MY |I I D |V |-146
mGB1-99 (L|L |[E|/H|G |H|E|Y |C K |N|K|H|L |[D|-11.6
mGB1-100 [ K|L | Y H/ M H |Q|Y |[Y H|Q |V [N |Q]|R|-106
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Tabela 22 — Décima geracdo de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

mGB1-11 (K| WY | C|G H |E |Y |C|H|N|K|H||L D |-564
mGB1-91 (KW |Y |C|L D [W|T |T |[K |Y |I N |[D |R || -48.3
mGB1-92 (KW Y |CIM W|Q |A |C|H NI N |D |R ||-47.3
mGB1-71 LIL|E|IH MW QA C | K/|N/|I N |D |R || -45.0
mGB1-72 ([L|L | E/HIM W|Q |A |T |H Y |I N |D |R ||-41.3
mGB1-51 KIW|Y V|G |HI|E |Y |Y | M|Q|V |I Q |V | -40.8
mGB1-81 ([E/P M|R|M | W |Q A |T K|Y [V |I Q |V | -403
VEGF XIX | XXX [ X [ X | X | X | X |[X [X |[X |X |X]-34
mGB1-9 KIW|Y| C/G|H|E |Y Y M|Q]|V|I Q |V | -3885
mGB1-61 KIW|Y|C|G|H|E |Y T | K]Y |I N |D |R || -371
mGB1-82 ([K|{W|Y |S|L |[D (W |T |Y [M|Q |I N |D |R ||-37.0

Tabela 23 — Mutantes filhos da décima geragdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.
ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 49 |51 | 53|55 | AG
mGB1-101 (L | W E|C|M W |Q |A |C |K [N |I N |[D |R || -50.1
mGB1-102 | K| W|Y |[C|G |[D |E |[T |T |[K |Q |I N |D | R || -48.7
mGB1-103 | K| W |Y |[C|G (D |[E |T |T |H |Y |I H | D |D || -36.9
mGB1-104 | K/ W|Y |[C|L H | W]Y |[C |K [N |K |N|L [R |-36.6
mGB1-105 | E/ W/ M|C|G W|E |A|Y (M |Y |V |I Q |V | -29.3
mGB1-106 [ K|L [ Y | HIM W |Q |A |C |H [N |I N |[D |R || -28.3
mGB1-107 (L | W | E |[V|G W I|E |A|Y |H |Y |I I D |V ||-254
mGB1-108 [ K|P [ Y |R|M |H |[Q |Y |T |[K |Q |V |I Q |V | -96
mGB1-109 ([ K| W |Y |[S|L (H|{W|]Y |Y |[M|Y |I N | D |R |[-7.1
mGB1-110 ([ K|L |[Y | H/M H Q|Y |[T [M|Q |V [N |[Q R |-50
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Tabela 24 — Décima primeira geracdo de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estdo em
quilocaloria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 49 |51 |53 |55 | AG

mGB1-11 ([K|W|Y |C|G |H |E |Y |[C | H | N |K |H|L |D |-56.4
mGB1-101 (L  W|E |C|M |[W|Q |A C |K [N |I N |D |R | -50.1
mGB1-102 | K| W|Y |C|G (D |E |T |[T |[K |Q |I N |D |R || -48.7
mGB1-91 ([K|{W|Y C|L |[D |W|T T |[K |Y |I N |D |R | -48.3
mGB1-92 [K|{W|Y | C|M|W|Q|A | C|H|[NI N | D |R | -47.3
mGB1-71 |[L|L |[E/HM|W|Q|A C |K [N |I N |D |R | -45.0
mGB1-72 |[L|L |[E/H{M|W|Q A T |H/|Y |I N |D |R | -413
mGB1-51 |[K|{W|Y V|G |H |E |Y |Y M |Q |V |I Q |V || -40.8
mGB1-81 |[E|P |[M/R|M | W |Q A T |K]|Y |V |I Q |V | -403
VEGF XX [ XXX | X | X | X |[X | X |X |X[X | X |X ||-394
mGB1-9 KIW|Y|C/G | H|E|Y |]Y M|Q]|V |I Q |V ||-385

Tabela 25 — Mutantes filhos da décima primeira geracdo de AM. ATodos os valores de AG estdo em
quilocaloria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 51 |53 |55 | AG

mGB1-111 [ K| W|Y | C|M |H |Q|]Y [C |K [N |K [N |L |R | -40.1
mGB1-112 | K| W|Y |[C|G (D |E |T |T |[K |Y |I N | D |R ||-37.2
mGB1-113 | K|P | Y |R|M |H |Q |Y [T M |Q |V |I Q |V ||-348
mGB1-114 K| W|E |C|M |W|Q |A |C |K [N |I N |D |R || -34.7
mGB1-115 L |L [ Y | H{M | W |Q |A C |H [N |I N |D |R | -26.9
mGB1-116 [ E{ W/ M | C|G |[W|E [A |Y |[K |Y |V |I Q |V ||-246
mGB1-117 |[L | W|E |[V|G |[W|E |[A |Y |H [Q |I I D |V |-175
mGB1-118 |[L | W|E |C|G |W|E |[A |C |H [N |I H D |D | -14.8
mGB1-119 |[K|L | Y H/ M H |Q|Y [T M|]Y |V N |Q|R |-132
mGB1-120 K| W|Y |[C|L |[D |[W|T |T |[K [Q |I N | D |R |-11.8
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Tabela 26 — Décima segunda geracdo de AM anti-FLT-1 mGB1. Todos os valores de AG estdo em
quilocaloria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 51 |53 |55 | AG

mGB1-11 ([K|W|Y |C|G |H |E |Y |[C | H | N |K |H|L |D |-56.4
mGB1-101 (L  W|E |C|M |[W|Q |A C |K [N |I N |D |R | -50.1
mGB1-102 | K| W|Y |C|G (D |E |T |[T |[K |Q |I N |D |R || -48.7
mGB1-91 ([K|{W|Y C|L |[D |W|T T |[K |Y |I N |D |R | -48.3
mGB1-92 [K|{W|Y | C|M|W|Q|A | C|H|[NI N | D |R | -47.3
mGB1-71 |[L|L |[E/HM|W|Q|A C |K [N |I N |D |R | -45.0
mGB1-72 |[L|L |[E/H{M|W|Q A T |H/|Y |I N |D |R | -413
mGB1-51 |[K|{W|Y V|G |H |E |Y |Y M |Q |V |I Q |V || -40.8
mGB1-81 |[E|P |[M/R|M | W |Q A T |K]|Y |V |I Q |V | -403
mGB1-111 [ K| W|Y |[C|M |H |Q |Y |[C K |N |K [N |L |R |-40.1
VEGF XX [ XXX | X | X | X |[X | X |X | X [X | X |X ||-394
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Tabela 27 — Primeira geracdo de AM anti-HC-E2 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.
ID\residuo 2 |4 |6 |8 13|15 17|19 |42 |44 46|49 51|53 |55 | AG
HCmGB1-1 |L |[H|V |L G| K| M|R|{W|W|M|Y L MY ||-313
HC-E2 X[ X[ X[ X[ X | X [ X [ X [X [ X | X | X | X |X |X |-275
HCmGB1-2 M|Y M |K | A W |V A A |R|W|K|I H | K | -26.9
HCmGB1-4 |W |V |[K |Y || E |1 I I Y |V . W|R |V |I -26.2
HCmGB1-7 |Y |E |E |T |T |L (D |T [T |I AT M|N | T |-206
HCmGB1-5 K |K | W|E |V |A|P |V |V |[K |E |V |[H|T |V ||-186
HCmGB1-3 |H |W|L W|L |[D|K |L |L |H|K|HI|Y |[A | W]|-17.9
HCmGB1-9 |R|L |H|/A|Y |Y |H|Y |Y |[L |L |G |K|E |G |-1389
HCmGB1-10 [N | T [N [N [N [N |[Y |[N |[N |N || N |Q |K [N |-127
HCmGB1-8 |[E |[R|Y |C|C |M|L |[C|C | M|H|C |N|D|C|-23
HCmGB16 (I (M|l |S|S |H|Q|S |S |E|R|S | W|C|S |10
Tabela 28 — Mutantes filhos da primeira geracao de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria
por mol.
ID\residuo 2 |4 |6 |8 1315|1719 |42 |44 46|49 51|53 |55 | AG
HCmGB1-11 |H |W|L W|L D |K |L |V |K |E |V [H|T |V |[-31.1
HCmGB1-12 | M|Y M | K |A | W |V A WW M|Y |[L |[M|Y |-217
HCmGB1-13|L |H|V |L |G |K MR |A |R |W]|K |I H | K | -20.3
HCmGB1-14 |E (/R |Y |C|C |[M|L |[C |S |[E |[R |S |[W|C |S | -195
HCmGB1-15|1 |[M|l |[S|S |[H | Q|S |[C |M|H |C |N |D|C |-154
HCmGB1-16 |[K |[K |[W|E |V (A |P |V |[L |H |K |H|Y |[A |W|-143
HCmGB1-17 |W |V |K | Y || E | | T |1 AT | M|N T |-10.9
HCmGB1-18 [N [T [N NN |[N |Y |[N |Y |L |[L |G K |E |G |-7.6
HCmGB1-19|Y |E |E |T |T |L (D | T |I Y |V W|R |V |I -6.1
HCmGB1-20 R L |[H|A |Y |Y |[H|Y [N N [I N |Q |[K [N | -21
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Tabela 29 — Segunda geracédo de AM anti-HC-E2 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo 2 |4 |6 |8 [13 |15 |17 11942 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

HCmGB1-1 |L |[H|V |L G| K| M|R|W|W|M|Y L | MY ||-313
HCmGB1-11 |H (W |L (W|L D |[K|L |V |[K |E |V |H|T |V |[-311
HC-E2 XX [ X[ X[X | X | X [ X [ X | X |[X | X |[X | X |X |]-275
HCmGB1-2 |[M|Y M|K|A W|V A A R |W K/|I H K | -26.9
HCmGB1-4 (W |V |[K |Y || E | I | Y [V |W R |V |I -26.2
HCmGB1-12| M |Y M| K |A W |V A WIW| M|Y |[L [M]Y |[-217
HCmGB1-7 |Y |[E |E |T |T (L |[D |T |T |I AT | M|N |T | -20.6
HCmGB1-13|L |[H|V |L |G | K M |R |A R |W|K|I H | K [ -20.3
HCmGB1-14 |E |[R|Y |C | C M |L |[C |S |[E |[R|S |[W|C |S ||-195
HCmGB1-5 |[K |[K |W|E |V |A (P |V |V |[K |E |V |H|T |V ||-186
HCmGB1-3 |H (W|L (W|L DK |L |L |H|K|H|Y |[A|W]|-179

Tabela 30 — Mutantes filhos da segunda geragao de AM. Todos os valores de AG estao em quilocaloria
por mol.

ID\residuo 2 |4 |6 |8 [13 |15 |17 11942 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

HCmGB1-21 |H ([ W|L (W|L D |K|L W W M|Y |[L |[M]|Y |-347
HCmGB1-22 | M |Y MK |A W |V |A |I Y |V |W R |V |I -23.7
HCmGB1-23 | K |[K |W|E |L |D (K |L |V |[K |E |H|Y |A |W]|-223
HCmGB1-24 | H | W|L (W|V A |P |V |L |H|K |V | HI|T]|V |[-214
HCmGB1-25 | E |[R|Y |[C|C M |L |[C |A R |W K |I H K | -183
HCmGB1-26 | L |[H|V |L |G |K | M|R|S  E|R|S W|C|S |-164
HCmGB1-27 |L |[H|V |L | G |K |M|R |V K |E |V |H|T V |-16.0
HCmGB1-28 | W |V |K |Y || E | I A R |W|K |I H | K [ -13.8
HCmGB1-29 |Y |(E |E |T |T L (D |T W W M|]Y |[L [M]|Y |[-115
HCmGB1-30 M| Y |[M|K |A (W |V |[A [T |I AT | M| |N|T |07
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Tabela 31 — Terceira geracao de AM anti-HC-E2 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.
ID\residuo 2 |4 |6 |8 [13 |15 |17 11942 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG
HCmGB1-21 |H | W|L (W|L D |K|L W W/ M|Y |[L |[M]|Y |-347
HCmGB1-1 |L |[H|V |L G| K| M|R|W|W|M|Y L | MY ||-313
HCmGB1-11 |H (W |L (W|L D |[K |L |V |[K |E |V |H|T |V |[-311
HC-E2 X[ X[ X[ X[X | X | X [ X [ X | X |[X | X |[X | X |X |]-275
HCmGB1-2 |[M|Y M|K|A W|V A A R |W K/|I H K | -26.9
HCmGB1-2 (W |V |[K |Y || E | I I Y |V |W R |V |I -26.2
HCmGB1-22 | M |Y M |K |A W |V |A |I Y [V |W|R [V |I -23.7
HCmGB1-23 | K ([K |W|E |L |D (K |L |V [K |E |H|Y |A |W]|-223
HCmGB1-12| M |Y M| K |A W |V A WIW| M|Y |[L [M]Y |[-21.7
HCmGB1-24 |H ([ W|L (W|V |A |P |V |L |H|K |V | HI|T]|V |[-214
HCmGB1-7 |Y |[E |E |T |T (L |[D |T |T |I AT | M| N/|T |-20.6
Tabela 32 — Mutantes filhos da terceira geracdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria
por mol.

ID\residuo 2 |4 |6 |8 [13 |15 |17 11942 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG
HCmGB1-31 |[K |[K |[W|E |L |D |K |[L {[W|{W | M|Y (L |[M|Y ||-399
HCmGB1-32 | W |V |[K |Y |A (W |V |A |I Y |V |W R |V |I -39.2
HCmGB1-883|H (W|L [ W|G K | M|R W/ W/ M|Y |[L |[M]Y |[-181
HCmGB1-34 |L ([H |V (L |L |/D |[K |L W(W/ M|]Y |[L M]|Y |[-11.3
HCmGB1-35 | M | Y |M | K || E | I I Y |V |W R |V |I -11.0
HCmGB1-36 | H | W|L W |V |[A [P |V |T |I AT |M|N|T |-60
HCmGB1-37 | M |Y M K A | W|V |A |V |[K |E |V |H|T |V |-59
HCmGB1-38 | H |W|L W|L |[D |K |L |A|R |W|K |I H | K ||[04
HCmGB1-39 | M|Y MK |A W |V |A |V |[K |E | HI|Y |A W|O04
HCmGB1-40|Y |(E |E |T |T |L (D |T |L |[H K |V |[H|T |V ||[1.1
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Tabela 33 — Quarta geracédo de AM anti-HC-E2 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.
ID\residuo 2 |4 |6 |8 [13 |15 |17 11942 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG
HCmGB1-31 |[K |[K |[W|E |L |D |K |[L {[W|{W | M|Y [L |[M|Y ||-399
HCmGB1-32 | W |V |[K|Y |A |[W |V |A |I Y |V |W|R |V |I -39.2
HCmGB1-21 |H (W|L (W|L D |K|L W/ W/ M|]Y |[L [M]|Y |-347
HCmGB1-1 L/ H|V|L|IGIK MIR{WWM|Y |L | MY |-313
HCmGB1-11 |H (W |L (W|L D |[K|L |V |[K |E |V |H|T |V |[-311
HC-E2 X[ X[ X[ X[X | X | X [ X [ X | X [|[X | X |[X | X |X |]-275
HCmGB1-2 [M|Y M|K|A W |V A A R |W K|I H | K | -26.9
HCmGB1-4 (W |V |[K |Y || E | I I Y |V |W|R [V |I -26.2
HCmGB1-22 | M |Y [M|K |A W |V |A |I Y [V |W|R |V |I -23.7
HCmGB1-23 | K |[K |W|E |L |D (K |L |V |[K |E |H|Y |A |W]|-223
HCmGB1-12| M |Y MK |A W |V |AWIW| M|Y |[L [M]Y |[-217
Tabela 34 — Mutantes filhos da quarta geracéo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria
por mol.
ID\residuo 2 |4 |6 |8 [13 |15 |17 11942 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG
HCmGB1-41 |W |V |[K |[Y |A WV A WIW| M|Y |[L |[M]|Y |[-141
HCmGB1-42 | K |[K |W|E |L |D |[K |L |I Y |V |W R |V |I -8.4
HCmGB143|H |[H|L (L |G D | M|L W W/ M|]Y |[L M]|Y ||[-128
HCmGB144 |L ([ W|V ([W|L K| K |R W/W| M|]Y |[L M]|Y |[-10.8
HCmGB145 | H | W|L [W|A W |V |A |V K |E K |I H K || -16.7
HCmGB1-46 | M |Y M| K | L |[D|K |L |A|R|{W|V |H|T  V ||-406
HCmGB1-47 |W|Y |[K |[K |A |E |V |I I Y |V |W|R |V |I -0.4
HCmGB1-48 | M |V |M |Y || W || A | Y |V |W|R |V |I -20.6
HCmGB1-49 | K ([K |[W|E |A  W|V |A |V |[K |E|Y |[L |[M]Y [-1.0
HCmGB1-50 | M |Y M |K |L |D |[K |L W(W| M|H |Y |[A|W]|-169
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Tabela 35 — Quinta geracao de AM anti-HC-E2 mGB1. Todos os valores de AG estao em quilocaloria

por mol.

ID\residuo 2 |4 |6 |8 [13 |15 |17 11942 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

HCmGB1-41 | M |Y M| K |L |[D |K |L |A|R|W|V |H|T V ||-406
HCmGB1-31 |[K |[K |[W|E |L |D |K |[L [ W|{W | M|Y |[L |[M|Y ||-399
HCmGB1-32 | W |V |[K |Y |A (W |V |A |I Y |V |W R |V |I -39.2
HCmGB1-21 |H ([W|L (W|L D |K|L W/ W/ M|Y |[L [M]|Y |-347
HCmGB1-1 L/ H|V|L|IGIK MR WWM|Y |L | MY |-313
HCmGB1-11 |H (W |L (W|L D |[K |L |V |[K |E |V |H|T |V |[-311
HC-E2 X[ X[ X[ X | X | X [ X [ X [X |[X |X | X |X|X |X |-275
HCmGB1-2 [M|Y M|K|A W|V A A R |W K|I H | K | -26.9
HCmGB1-4 (W |V |[K |Y || E | I | Y [V |W|R |V |I -26.2
HCmGB1-22 | M |Y MK |A W |V |A |I Y [V |W R |V |I -23.7
HCmGB1-23 | K |[K |W|E |L |D (K |L |V |[K |E |H|Y |A |W]|-223

Tabela 36 — Mutantes filhos da quinta geracdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria
por mol.

ID\residuo 2 |4 |6 |8 [13 |15 |17 11942 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

HCmGB1-51 |[M |Y |M | K || E | I AR W|W|R |V |I -27.8
HCmGB1-52 | K |[K |[W|E |A  W|V |A |V |[K |E |W|R |V |I -26.1
HCmGB1-53 | M |Y M |K |L D |[K |L W{W| M|]Y |[L [M|Y |[-24.0
HCmGB1-54 | M |Y |[M|K |L |D [K |L |I Y [V H|Y |[A |W]-23.0
HCmGB1-55 | W |V |[K |Y |L |D [K |L |I Y [V |Y |[L [M]|Y ||-22.8
HCmGB1-56 |L ([H|V (L |L D |K|L W W M|V |H|T |V |-217
HCmGB1-57 |H ([W|L [ W| G K | M|R |V K |E|Y |L M]Y ||[-21.2
HCmGB1-58 |K |[K |[W|E |L |D |K |L |[A |R | W |V [H |T |V ||-129
HCmGB1-59 |H |[W|L [W|A W |V A WW M| W||R |V |I -5.6

HCmGB1-60 | W |V |[K |Y |A (W |V |A |I Y |V |[K | H K | -09
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Tabela 37 — Sexta geracao de AM anti-HC-E2 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por

mol.

ID\residuo 2 |4 |6 |8 13|15 |17 |19 |42 |44 46|49 51|53 |55 | AG
HCmGB1-41 | M|Y |[M|K L |D |[K |L |A R | W|V |[H|T |V | -40.6
HCmGB1-31 |[K |[K |W|E (L |D |[K |L [ WIW | M|Y |[L |[M]Y |-399
HCmGB1-32 | W |V |[K |Y |A |[W |V |A |I Y |V |W|R |V |I -39.2
HCmGB1-21 |H |W|L {[W|L |D |K |L | W W|M|Y |[L M]|Y |-347
HCmGB1-1 |L |[H|V |L G| K| M|R|W|W|M|Y L MY ||-313
HCmGB1-11 |H |W|L W|L |[D |K |L |V |K |E |V [H|T |V |[-31.1
HCmGB1-51 |[M |Y |M | K || E |1 I AR W|W|IR |V I -27.8
HC-E2 XXX [ X[ X [ X [ X | X | X | X [|[X |X |X |X |X |[-275
HCmGB1-2 M|Y M |K | A W |V A A |R|W|K|I H | K || -26.9
HCmGB1-4 |W |V |K |Y |I E | I I Y [V |W|R |V |I -26.2
HCmGB1-22 | K |[K | W/ E A  W|V |A |V |K |E |W|R |V |I -26.1
Tabela 38 — Mutantes filhos da sexta geragdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.
ID\residuo 2 |4 |6 |8 13|15 17|19 |42 |44 46|49 51|53 |55 | AG
HCmGB1-61 | M|Y M |K |L |D |[K|L |A R | W|Y |[L |[M]Y | -371
HCmGB1-62 | K |[K |W|E |L |D |K |L [ WIW| M|V H | T |V |-24
HCmGB1-63 | W | W | K |[W|L |[W|K |A |I WIV (WL [V |Y |-211
HCmGB1-64 | H |V |L |Y A D |V |L [W|]Y M|Y [R|M|I -15.9
HCmGB1-65|L ([W|V [W|L |[K |K R WK M|Y H | M|V |06
HCmGB1-66 | H |H |L |L |G |D M |L |V W|E |V |[L [T |Y | -23.0
HCmGB1-67 | M|Y M| K |A W |V |A AR | W|W|R |V |I -26.7
HCmGB1-68 | M |Y |M | K || E |1 I AR WK |I H | K |[-145
HCmGB1-69 |[K |[K |W|E |A |[W |V |A |I Y |V |W|R |V |I -8.2
HCmGB1-70 | W |V |K | Y || E | I vV |K |E |W R |V |I -1.4
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Tabela 39 — Sétima geracao de AM anti-HC-E2 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.
ID\residuo 2 |4 |6 |8 [13 |15 |17 11942 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG
HCmGB1-41 | M |Y M| K |L |[D |K |L |A|R|W|V |H|T V ||-406
HCmGB1-31 |[K |[K |[W|E |L |D |K |[L [ W|{W | M|Y |[L |[M|Y ||-399
HCmGB1-32 | W |V |[K |Y |A (W |V |A |I Y |V |W R |V |I -39.2
HCmGB1-61 |M|Y M |K |L D |K|L AR W|]Y |L |[M]Y |[-371
HCmGB1-21 |H (|W|L (W|L D |K|L W/ W/ M|Y |[L [M]|Y |-347
HCmGB1-1 L/ H|V|L|IGIK MR WWM|Y |L | MY |-313
HCmGB1-11 |H (W |L (W|L D |[K |L |V |[K |E |V |H|T |V |[-311
HCmGB1-51 |M |Y |M | K || E | I AR W|W|R |V |I -27.8
HC-E2 XX [ X[ X | X | X [ X [ X [X |[X|[X | X |[X|X |X |-275
HCmGB1-2 |[M|Y M|K|A W|V |A /A R |W K |I H | K ||-26.9
HCmGB14 ([M|Y M|K|A W|V A A R W/ W|R |V |I -26.7
Tabela 40 — Mutantes filhos da sétima geracao de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria
por mol.
ID\residuo 2 |4 |6 |8 [13 |15 |17 11942 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG
HCmGB1-71 |H | W|L (W|L D K |L |A R W W|R |V |I -34.6
HCmGB1-72 | K |Y |[W|/K |L |D |[K |L W/IR| M|]Y |[H M|V ||[-265
HCmGB1-7 3| M|Y MK |A W |V |A /A R | W | W/|I V | K [ -19.1
HCmGB1-74|L |([H|L (L |G D ([ M|L W W M|]Y |[L M|Y |[-143
HCmGB1-75 | H |W|V (W|L K |K|R W/ W/ M|Y |[L |[M]|Y |-137
HCmGB1-76 | M |[K |M |E |L '/D (K |L AW W|V L |T|Y ||[-125
HCmGB1-77 | W |V |[K |[Y |A WV |A AR W|]Y |[L M|Y |[-116
HCmGB1-78 M |Y M K A  W|V |A|A|R | W|K R |H|I -8.2
HCmGB1-79 | M |Y |[M|K |L |D |[K |L |I Y |V |W R |V |I -1.3
HCmGB1-80 | M |Y |M [ K || E | I vV K |E |V |[H|T |V |09
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Tabela 41 — Oitava geracao de AM anti-HC-E2 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo 2 |4 |6 |8 13|15 |17 |19 |42 |44 46|49 51|53 |55 | AG

HCmGB1-41 | M|Y |[M|K L |D |[K |L |A R | W|V |[H|T |V | -40.6
HCmGB1-31 |[K |[K |W|E (L |D |[K |L [ WIW | M|Y |[L |[M]Y |-399
HCmGB1-32 | W |V |[K |Y |A |[W |V |A |I Y |V |W|R |V |I -39.2
HCmGB1-61 | M |Y M K |L |D |K |L |A|R | W|Y (L [M|Y |[-37.1
HCmGB1-21 |H |W|L ([W|L |D |K |L | W W|M|Y |[L M]|Y |-347
HCmGB1-71 |H |W|L WL D |K |L |A|R| W |W| R |V |I -34.6
HCmGB1-1 |[L |[H|V |L | G |K MR WW/M|Y |[L |M]Y |-313
HCmGB1-11 |H (W |L (WL |D |[K|L |V K |E |V |[H|T |V |-311
HCmGB1-51 |[M |Y |M | K || E | I AR W|W|IR |V I -27.8
HC-E2 XX [ X[ X | X | X [ X [ X [X [ X |[X | X |[X|X |X |-275
HCmGB1-2 M|Y M| K| A W|V |A|A | R |W|K|I H | K ||-26.9

Tabela 42 — Mutantes filhos da oitava geragdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo 2 |4 |6 |8 13|15 17|19 |42 |44 46|49 51|53 |55 | AG

HCmGB1-81 [ M|Y M |K |A |E |V |I AR W/ W/I V | K | -46.4
HCmGB1-82 | H | W|L W|L D |K|L |[W|W|M|W| R |V |I -37.7
HCmGB1-83 |L |[W|V W|L [ K |K|R|V | K| M|Y |H M|V ||-33
HCmGB1-84 | H |W|L WL |[D|K |L |A|R{W|Y |L | MY ||-318
HCmGB1-85 | M |V |M|Y A D |V |[L |[A|Y [W|]Y (R |M|I -27.5
HCmGB1-86 |[K |Y |[W|K L |D |[K|L |A /R M|Y |[H|M] |V | -26.8
HCmGB1-87 |H |H|L |L |G |D M |L W W|E |V |[L [T |Y | -225
HCmGB1-88 | M |Y |M | K || W || A lA|R|W K |R |HI -20.0
HCmGB1-89 | M |K |M|E |L |D |K |[L [ W|W | W |V [L |T|Y ||-16.6
HCmGB1-90 | W |Y |K |[K|L |[W|K |A |I RV [W|L |V |Y [-147
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Tabela 43 — Nona geracdo de AM anti-HC-E2 mGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo 2 |4 |6 |8 |13 |15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

HCmGB1-81 |[M|Y M | K |A |E |V |I AR |W/|W]|I V | K || -46.4
HCmGB1-41 |M|Y M K |L |[D K |L |[A R | W |V |[H |T V ||-40.6
HCmGB1-31 |[K |[K {W|E |L |[D [ K |L (W|W|M]Y |[L M |Y ||-399
HCmGB1-32 | W |V [K |Y |A |[W |V |A |I Y |V . W|R |V |I -39.2
HCmGB1-82 | H |W|L |W|L |D K |L [ W|W|M|W|R |V |I -37.7
HCmGB1-61 |M|Y M K |L |[D K |L |[A R | W]Y |[L M |Y ||-37.1
HCmGB1-83 |L (W |V |[W|L |[K /K |R |V K| M]Y |H|M V ||-353
HCmGB1-21 |H |W|L |W|L |D | K |L (W|W|M]Y |[L |[M]|Y |-347
HCmGB1-71 |H |W|L (W|L |D K |L |[A|R|W|W|R |V |I -34.6
HCmGB1-84 |H (W | L W|L |[D K |L |[A /R | W]Y |[L M |Y ||-318
HCmGB1-1 |[L |[H |V |L |G |K M|/R W/ W|M|]Y |[L M |Y ||-313
HCmGB1-11 |H |W | L |W|L |[D K |L [V K |E |V |[H |T |V ||-31.1
HCmGB1-51 |[M |Y M | K || E | I A IR W|W|R |V I -27.8
HC-E2 X[ X[ X[ X[X [ X | X | X | X [X|X [X |X|X|X]|-275
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APENDICE F — Energias do AG para 0s
mutantes SGB1 anti-RBD

Tabela 44 — Primeira geragdo de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estao em quilocaloria por

mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 51 |53 |55 | AG

FabRBD X[ X[ X | X[ X | X [|[X [ X | X | X |X |X[X X |X |-502
SGB1-2 E|/ I Y| T ML Y |I L |1 Wil AR M]|-34.0
SGB1-5 Il |fM/E|N|K|Y H|E | N|L R |K|S |E L |-328
sGB1-10 |N |K | T |A|L W N |S |T |[H|N |Q|L |V |I -32.6
sGBt-12 |S |[N|/S |H|T |I |/A |G |P [N |P [P |R|S |S | -303
SGB1-11 TIT |V ]Y]|I M|D |T|W| S | A |H|P |T|H|-274
SGB1-7 H|{R|L|E|V DIV Q|R|Q/ M|N]|Y |H|N|-260
SGB1-4 W H|R|I |[R|T |K | W|]Y K| QS |I |Y |W]|-244
SGB1-1 Y| LI WM|E |A|L |L|QW/H|A |G |W]|Y |-238
SGB1-8 QQ|Q|/R|/H |E |T |[M|K D |I D [N | Q|Q |-213
SGB1-6 RIE|IIl | Q|W|N W|R A |T|E |M|T|I |T|-21.0
SGB1-9 M|SIN|L|P H|E |V |S |V | L |G|E|M R/|-164
SGB1-3 K{V|H|V|A |V R|Y |V |Y |Y |L |V K |K/|-124

Tabela 45 — Mutantes filhos da primeira geracdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.
ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 51 |53 |55 | AG
SGB1-13 |Y |[L | W|M|E |A |L |[L |Y K |Q]|S |I Y |[W | -36.5
SGB1-14 Q| Q|Q|R|H |E|T M|A T | E M|T|I T | -36.1
SGB1-15 E|Il YT/ M|L |Y |I N | L |R|K|S |E |L -26.2
SGB1-16 |S [N |S |H|T |I A |G|T|H|N|Q|L |V |I -26.0
SGB1-17 I M|E|N|KJ|Y |[H|E |L |I W || A |R | M| -24.8
SGB1-18 | T | T [V |Y || M| D |T R QM|N]JY |H|N |-238
sGB1-19 |H|R|L |E|V |[D |V QWS A |H|P |T |H|-214
séGB1-20 (K |V/H|{V|/A |V R|]Y | S |V | L |G|E|M|R |-145
SGB1-21 M| S| N|L|P|HJE |V |V |Y Y |L |V |K]|K/-82
SGB1-22 RIE|I | QW|N |W|R K |D|I DN |Q |Q|-79
SGB1-23 W/ H/R|I |[R|T | KW Q| W|H]|A |G |W]|Y [-07
sGBt=24 N K| T |A|/L W N |S |P |N|P |P |R|S |S |42
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Tabela 46 — Segunda geracao de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estdao em quilocaloria

por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 51 |53 |55 | AG

FabRBD XXX | XX [ X | X [ X | X | X [X [|[X | X |[X |X]-502
SGB1-13 |Y |[L | W|M|E |A |L |[L |Y K |Q]|S |I Y |W | -36.5
SGB1-14 Q| Q|Q|R|H |E|T M|A |T | E M|T|I T | -36.1
SGB1-2 E| I |Y | T ML |Y |I L |1 W || A R [M|-34.0
SGB1-5 /I M|E N K|]Y HJE |N|L R | K|S |E L |-328
SGB1-10 N|K|T|A|L |[WIN|S T |H | N|Q|L |V |I -32.6
SGB1-12 |S IN|S |[H |T |I A |G P |N| /P |P | R|S |S |-303
SGB1-11 T|T|V]Y]|I M| D |T W|S A |H|P |T|H|-274
SGB1-15 E|I |[Y T |M|L |Y |I N |L |R|K|S |E |L |-26.2
SGB1-16 |S I[N |S |[H | T |I A |G |T|H I N|Q|L |V |I -26.0
SGB1-7 H|/R|L|E|V |D|V|]QIR|Q|M|N|Y |H|N|-26.0
SGB1-4 Il M|E | N/ K |Y HJE |L |I W || A R [M| -248
SGB1-1 W/H R|I [R|T K W]Y |[K |Q S |I Y |W | -244

Tabela 47 — Mutantes filhos da segunda geracao de AM. Todos os valores de AG estao em quilocaloria

por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 51 |53 |55 | AG

SGB1-25 |S |N|S |H|L [W|N|S P N | P |Q]|L |V |I -62.2
SGB1-26 I MIE N|{M|L [Y |I N L |R |I A |R | M| -46.0
sGB1-27 |Y |[L|W|M|/E |A|L |L [A|T |E M |T |I T | -45.6
SGB1-28 E|Il | Y| T|K|Y |HJE L |I W| K |S |E |L -41.7
SGB1-29 I M|E N|K|Y |H|E |Y |[K |Q |S |I Y |W/| -35.8
SGB1-30 Q| Q|Q|R|H |E |T MY K | Q]|S |I Y |W | -335
SGB1-31 S|N|[S |H|T |I A /G|IR|Q|M|N|]Y |H N |-334
SGB1-32 N K|T|A|T |I A |G |T|H|N|P |R|S |S |-328
SGB1-33 E|Il YT | M|L |Y |I WIS |A|H |P |T |H| -316
SGB1-34 (W H|R|I |[R|T |K |W /L |I W || A |R | M| -27.3
SGB1-35 | T |T |V |Y |I M| |D | T |NJ|L |[R|K|S |E |L -19.9
SGB1-36 |H|R|L |E|V |[D |V |Q|T H | N |Q]|L |V |I -16.9
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Tabela 48 — Terceira geracao de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-25 |[SIN|S|H|/L (WIN|S |P |N|P |Q L |V |I -62.2
FabRBD XXX [ XX [ X [ X [ X | X [ X [|[X |X |[X |[X|X |[-502
sGBt-26 || |{M|E | N|M |L |Y |I N |L R |I |[A|R|M]|-46.0
sGB1-27 |Y /L WM E A /L |L |A|T|E|M|T|I T || -45.6
sGB1-28 |E|I |Y |T | K |Y |[H|E |L |I |[W|K S |E |L | -417
SGB1-13 | Y| L | W/M/E |[A|L (L |Y |[K|Q|S |I Y |W || -36.5
SGB1-14 |/ Q|Q|R/H |E T |M|A |T|E |M|T|I T || -36.1
sGBt-29 || M|E|N/K|Y |H|E |Y |[K|Q]|S |I Y | W | -358
SGB1-2 E{I|Y|T|M|L |Y |I LI Wl |A|R |M]|-34.0
SGB1-30 Q/Q|Q|R|/H |E|T M]Y |[K |Q|S |I Y |W || -33.5
SGB1-31 SIN|S |H|T |I A|lGIR|Q|M|N |Y |H | N |-334
SGB1-32 |N | K | T |[A|T |I A |G |T |H|N|P R /|S S |-328
SGB1-5 l M|E|N/K|Y |H|E |N|L |R|K |S |E |L |[|-328

Tabela 49 — Mutantes filhos da terceira geragdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

sSGB1-37 |Q|Q|Q/R/H|E |T MR |Q|M|N|Y |H|N | -413
SGB1-38 E/I | Y|T|K|Y |H|E |A |T|E | M|T|I T | -35.1
sSGB1-39 |Y|L W/ M|E |A |L (L |L |I W K|S |E |L -32.6
SGB1-40 |l  M/E|N K |Y H|E|T | H/|N|P |R|S |S [-304
SGB1-41 E|Il | Y|T|K|Y |H|E L |I W |S |I Y |W | -25.2
sGB1-42 |Y|L W/ M|/H |E |T  M]Y |[K|Q|M|T |I T | -22.6
SGB1-43 |[S|N|S | H|L |[W| N |S [N |L [R |I AR |M]|-211
SGB1-44 |Q|Q|Q|R|E |A |L |L |[A|T |E |S |I Y | W [ -19.1
SGB1-45 NI K|T|A|T |I A |G| N|L |R|K|S |E |L -18.1
SGB1-46 Il  M|E|N|M |L |Y |I Y K |Q|I A R |M|-176
SGB1-47 Il M|E|N|M|L |Y |I PIN | P Q|L |V |I -17.3
SGB1-48 |[S|N|S |[H|T |I A |GI|Y |[K |Q S |I Y |W | -17.2
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Tabela 50 — Quarta geracao de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-25 |[S|N|S|H|/L (WIN|S |P |N|P |Q L |V |I -62.2
FabRBD XXX [ XX [ X [ X [ X | X [ X [|[X | X |[X|[X|X [-502
sGB1-26 || |{M|E | N|M |L [Y |I N |L |R|I |A|R |M]|-46.0
sGB1-27 |Y /L WM E A /L |L |A|T|E|M|T]|I T || -45.6
sGB1-28 |E|I |Y | T | K |Y |[H|E |L |I |[W|K S |E |L | -417
SGB1-37 Q) Q/Q|R|/H E |T MR |Q|M| NJY |H|N]|-413
SGB1-13 | Y| L | W/M/E |[A|L (L |Y |[K|Q|S |I Y | W | -36.5
sGB1-14 |/ Q|Q|R/H|E T |M|A |T|E |M|T|I T || -36.1
sGBt-29 || M|E|N/K|Y |H|E |]Y |[K|Q]|S |I Y | W | -358
séGB1-38 |E|I |Y | T K |Y H|E |A|T |E |[M|T|I T || -35.1
SGB1-2 E/IL (Y| T M |L Y |I L |1 W/l |[A|R |M]|-340
SGB1-30 |Q/Q|Q|R/H |E|T M]Y |[K |Q|S |I Y |W || -33.5
SGB1-31 SIN|S |H|T |I A|lGIR|Q|M|N|Y |H | N |-334

Tabela 51 — Mutantes filhos da quarta geragcéo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-49 QQ|Q|/R|E AL |L |[R|Q|M]|S |I Y | W | -46.5
sGB1-50 |Y|L W/M|/H |E |T | M|]Y |[K|Q|N|Y |H|N/|-41.0
SGB1-51 Il | M/E|N/H|E |T | M|]Y |[K |Q|M|T|I T | -35.7
SGB1-52 |Q|Q | Q|R|T |I A |G|]Y |[K |Q|N]JY |[H N | -34.0
SGB1-53 |[S|N|S  H|M|L |Y |I P IN [P |I A R | M| -287
SGB1-54 |Y|L| W/ M|K|Y H|E|A|T|E|K|S |E|L |-26.3
SGB1-55 |l  M|E|N|L W|N|S N | L R |Q]|L |V |I -22.4
SGB1-56 Q| Q|Q|R|K |Y |H|E |[A|T |E |S |I Y |W [ -19.2
SGB1-57 SIN|S/'H/H|E|T|M|R|Q|M]|S |I Y | W | -22.3
SGB1-58 E/I |Y|T|E |[A|L |L |[L [|I W M |T |I T | -17.9
SGB1-59 E/I | Y| T | K |Y |HJ|E |[L |I W || A R | M|-30

SGB1-60 E|Il |[Y|T|M|L [Y [|I AT I|E M |T |I T ||-04
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Tabela 52 — Quinta geracao de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-25 |[S|N|S|H|/L (WIN|S |P |N|P |Q L |V |I -62.2
FabRBD XXX [ XX [ X [ X [ X | X [ X [|[X | X |[X|[X|X [-502
SGB1-49 Q/Q|Q|R|/E |A|L (L |R|Q|M|S |I Y | W | -46.5
sGBt-26 || |{M|E | N|M |L |Y |I N |L R |I |[A|R|M]|-46.0
sGB1-27 |Y /L WM E A L |L |A|T|E|M|T]|I T || -45.6
sGB1-28 |E|I |Y | T | K |Y |[H|E |L |I |[W|K S |E |L | -417
SGB1-37 Q| Q/Q|R|/H E |T MR |Q|M|N]JY |H|N | -413
SGB1-50 |Y|L | W/ M/H |E |T M]Y |[K|Q|N|Y |[H | N|-41.0
sSGB1-13 Y| L | W/M/E |[A|L (L Y |[K|Q]|S |I Y | W | -36.5
sGB1-4 Q@ Q|Q|R/H |E T | M|A |T|E |M|T|I T || -36.1
sGBt-29 || M|E N/ K |Y |H|E |Y |[K|Q]|S |I Y |W || -35.8
SGB1-51 Il ' M/E|NH|E T |M]Y K |Q|M|T|I T || -35.7
séGB1-38 |E|I |Y | T K |Y H|E |A|T |E |[M|T|I T || -35.1

Tabela 53 — Mutantes filhos da quinta geracdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-61 |l | Q/E|R|/H|Y |T |E|Y |T |Q|S |T|Y |T|-432
sGB162 |Y|L W M|H |E |T | M]Y |[K QS |I Y |W [ -412
sGB163 |Y|L W/ M|E |A|L (L [N |L [R|I A R M| -388
sGB164 |Y| L W M|IE |A|L |L |Y |K|Q|N]J]Y |H/|N|-382
SGB1-65 Q|Q|Q|/R|E |A |L |L |[P |N [P |[Q|L |V |I -36.7
SGB1-66 E|Il [ Y|T|K]Y | H|E| R/ Q M|N]JY |H|N |-347
SGB1-67 |[Q|Q|Q|R|H |E |T [M|L |I W K | S |E |L |[-28.0
SGB1-68 Il M|E|N/H|E|T M|A T |E M |T |I T || -27.3
SGB1-69 Il M|E|N|M|L |Y |I A|T | E M |T|I T || -24.0
SGB1-70 SIN|S/H|L [W|N|S R|Q|M]|S |I Y | W | -20.3
SGB1-71 E|Il |[Y|T K|Y H|E|Y |[K|Q|M|T|I T || -17.3
sGB1-72 Q| M|Q N|/K |E |H|MJA K |E |[M]I I W | -8.0
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Tabela 54 — Sexta geracao de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estao em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-25 |[S|N|S|H|/L (WIN|S |P |N|P |Q L |V |I -62.2
FabRBD XXX [ XX [ X [ X [ X | X [ X [|[X | X |[X|[X|X [-502
SGB1-49 Q/Q|Q|R|/E |A|L (L |R|Q|M|S |I Y | W | -46.5
sGBt-26 || |{M|E | N|M |L |Y |I N |L R |I |[A|R|M]|-46.0
sGB1-27 |Y /L WM E A L |L |A|T|E|M|T]|I T || -45.6
SGB1-61 l'fQ/E|R/H|Y |T|E|Y |T |Q|S T |Y |T|-432
sGB1-28 |E|I |Y | T |/ K |Y |H|E |L |I |[W|K S |E |L [ -417
SGB1-37 Q| Q/Q|R|/H E |T MR |Q|M|N]JY |H|N ]| -413
sGB162 Y| L W/MH|E |T | M]Y K |Q]|S |I Y |W | -412
sSGB1-50 |Y /L [ W/ M/H |E |T M]Y |[K|Q|N|Y |[H | N |-41.0
sGB163 |Y| L WIME|A|L |L |N|L |R|I |A|R |M]/-388
sGB164 |Y| L WM E A |L |L]JY | K|Q|N|Y H/|N|-382
SGB165 [ Q/Q|Q|R|/E |A|L |L |P |N|P |Q L |V |I -36.7

Tabela 55 — Mutantes filhos da sexta geragdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 42|44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG
SGB1-73 |[Y Q|W|/R|/H |[E|T M]Y |[Q|Q|S |Y |Y [N |[-492
sGB1-74 || |/Q|E |R|/H |Y |T |E |L |I |[W|K S |E |L |[|-382
SGB1-75 |Y|L | W/IM/E |[A|L |[L |P |N|P QL |V |I -30.0
sGBt-76 |Y | L | W/IM/E |[A|L (L |Y K |Q]|Il |A|R |M]|-265
sGB1-77 QL Q|{M/H |E|T | MR |K|M|N |I H | W | -26.4
sGB1-78 |[S|N|S|H|/E |A|L (L [P |N|P |S |I Y |W || -26.2
sSGB1-79 |Y|L | W/ M|M |L |Y |I AT |E |l |A|R|M]|-194
séGB1-80 |E |l |Y | T | K |Y |H|E |Y |T |Q|S T |Y |T|[-176
SGB1-81 Q|QQ|/R|E |A|L |L |Y |[K|Q|NJ|Y |H|N|-174
séGB1-82 |Y| L W/MH|E |T | M|N|L |R|N|Y H/|N/|-104
séGB1-83 |I M|E | N/E |A |L |L |N|L |R|M|T|I T || -3.8
SGB1-84 |Q/QQ|R|L (WIN|S R |Q|M|Q L |V |I 0.1
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Tabela 56 — Sétima geracao de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-25 |[S|N|S|H|/L (WIN|S |P |N|P |Q L |V |I -62.2
FabRBD XXX [ XX [ X [ X [ X | X [ X [|[X | X |[X|[X|X [-502
SGB1-73 |[Y Q| W|IR|/H |E|T M]Y |[Q|Q|S |Y |Y [N |[-49.2
sGB1-49 Q/Q|Q|R|/E |A|L (L |R|Q|M|S |I Y |W || -46.5
sGBt-26 || |{M|E | N|M |L |Y |I N |L R |I |[A|R|M]|-46.0
sGB1-27 |Y /L WM E | A L |L A |T|E|M|T]|I T || -45.6
SGB1-61 Il fQ/E|R/H|Y |T|E|Y |T |Q|S T |Y |T|-432
sGB1-28 |E|I |Y | T |/ K |Y |[H|E |L |I |[W|K S |E |L [ -41.7
SGB1-:37 Q| Q/Q|R|/H E |T MR |Q|M|N]JY |H|N | -413
sGBt162 Y|/ L W/MH|E |T | M]Y K |Q]|S |I Y |W | -412
sGB1-50 |Y L [ W/ M/H |E |T M]Y |[K|Q|N|Y |[H | N|-41.0
sGB163 |Y| L WIME |A|L |L |N|L|R|I |A|R |M]/|-388
sGB1-74 || |lQ|E|R|/H |Y |T |E |L |I |[W|K S E |L ||-382

Tabela 57 — Mutantes filhos da sétima geracao de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-85 [ Y QW R|L [W|N |S |Y |Q|Q|Q]|L |V |I -56.7
SGB1-86 EIQ|]Y|R|H|Y [T |E|L | Q W K ]|Y |E |N |-457
SGB1-87 Il  M/E|N/E |A|L |L NJ|L |[R|S |I Y | W || 423
SGB1-88 |Q|Q|Q|R|M |L |Y |I R|Q [M|I A R M| -317
sGB1-89 |Y| L W M|/H |E |T | M]Y |[K |Q|S |I H |W | -28.7
SGB1-89 Il | Q/E|R/E |A L |L|JY |T|Q|M|T|I T | -28.2
SGB1-91 Y/ LIWMH |Y T | E|A|T|E|S|T]|Y [T |-219
SGB1-92 SIN|S/'H/H|E |T|M|P NP |S |Y |Y |[N/|-211
SGB1-93 |[Y|Q|W|/R|H |A |T |L [N |I R |1 S |R |L -22.0
SGB1-94 |Q|l |Q|T|K |E |H |M|R |I M |N |S |H |L -20.9
SGB1-95 /Il /L|E|ME|Y |L |E|L |L | W|KJA |E |M]|-114
sGB1-9¢ |Y | L W M|H |E |T | M|]Y |[K|Q|N]JY |Y [N/-70
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Tabela 58 — Oitava geracéo de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estao em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-25 |[S|N|S|H|/L (WIN|S |P |N|P |Q L |V |I -62.2
SGB1-85 Y QW|R|L (WIN |S |Y Q|Q|Q L |V |I -56.7
FabRBD XXX [ XX [ X [ X [ X | X [ X [|[X [ X |[X |X|X [-50.2
SGB1-73 Y Q| W|IR|/H |[E|T M]Y |[Q|Q|S |Y |Y [N |[-49.2
sGB1-49 Q/Q|Q|R|/E |A|L (L |R|Q|M|S |I Y |W || -46.5
sGBt-26 || |{M|E | N|M |L |Y |I N |L R |I |[A|R|M]|-46.0
SGB1-86 |E|Q|Y |R/H |Y |T |E |L |Q|W|K |Y |E |N |[|-457
sGB1-27 |Y /L W/ M E |A /L |L |A|T|E|M|T|I T || -45.6
SGB1-61 l'fQ/E|R/H|Y |T|E|Y |T |Q|S T |Y |T|-432
séGB1-87 |I '{M|E|N/E |A|L (L [N |L |[R|S |I Y | W | -423
sGB1-28 |E|I |Y | T |/ K |Y |[H|E |L |I |[W|K S |E |L [ -417
SGB1-37 Q| Q/Q|R|/H E |T MR |Q|M|N]JY |H|N]|-413
sGB162 Y| L W/MH|E |T | M]Y K |Q]|S |I Y |W | -412

Tabela 59 — Mutantes filhos da oitava geragdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 42|44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

sGB1-97 |I |[L|/E|M|E Y |[L |[E Y |[T |Q|S |T |Y |T | -443
SGB1-98 |I |{M|E |IN|M |L [Y |I L1 Q WK |Y |E |N ||-373
SGB199 |[SIN|S|H|L (WIN|S |Y Q|Q|Q L |V |I -35.8
sGBt1-100 [ Y Q| W|R/H |A T |L |A|T |E |[M|T|I T || -26.4
sGBt1-101 [ Y Q W|R|L (W|IN|S |[P N |P |Q L |V |I -24.5
sGBt-102 || '{M|E |[N/E |[A|L (L |L |I |[W|K S |E |L ||-234
sGBt1-103 | Y Q| W|R|/H |[E|T MR |Q|M|S |I Y |W || -22.6
SGB1-104 Q| Q|Q|R|/E A |L |[L Y |Q|Q|S |Y |Y [N |[-214
SGBt1-105 |[E|Q|Y |[R|/H |Y |T |[E [N |L |[R|I |A |R |M|-175
SGB1-106 | Y | Q| W|R|/H |[E|T MR |Q|Q|S |Y |Y [N |[-129
sGBt1-107 QL | Q|M/H |[E |T ([M]Y |[K |M|N |I H |W | -12.2
sGBt1-108 |[E |l |Y |T /K |Y |[H|E [N |L |[R |S |I Y |W | -10.9
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Tabela 60 — Nona geragéo de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-25 |[S|N|S|H|/L (WIN|S |P |N|P |Q L |V |I -62.2
SGB1-85 Y QW|R|L (WIN |S |Y Q|Q|Q L |V |I -56.7
FabRBD XXX [ XX [ X [ X [ X | X [ X [|[X [ X |[X |X|X [-50.2
SGB1-73 Y Q| W|IR|/H |[E|T M]Y |[Q|Q|S |Y |Y [N |[-49.2
sGB1-49 Q/Q|Q|R|/E |A|L (L |R|Q|M|S |I Y |W || -46.5
sGBt-26 || |{M|E | N|M |L |Y |I N |L R |I |[A|R|M]|-46.0
SGB1-86 |E|Q|Y |R/H |Y |T |E |L |Q|W|K |Y |E |N |[|-457
sGB1-27 |Y /L W/ M E |A /L |L |A|T|E|M|T|I T || -45.6
séGB1-97 |I (L |E M/ E |Y |L |[E Y |T |Q|S |T|Y |T ||-4483
SGB1-61 l'fQ/E|R/H|Y |T|E|Y |T |Q|S T |Y |T|-432
séGB1-87 || {M|E|N/E |A|L (L [N |L |[R|S |I Y |W | -423
sGB1-28 |E|I |Y | T | K |Y |[H|E |L |I |[W|K S |E |L | -417
SGB1-37 Q| Q/Q|R|/H E |T MR |Q|M|N]JY |H|N ]| -413

Tabela 61 — Mutantes filhos da nona geragéo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 42|44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-109 |[S|Q|S |R|L ([W|IN |S |[P |Q|P |Q L |V |I -74.1
SGB1-110 |[E|Q|Y |[R|M |L |Y |I L Q| W|lI |[A R |M]|-505
sGBt-111 |I {M|E [N|/H |Y |T |[E [N |L |R|K |Y |E |[N |[|-40.7
sGB1-112 |[E|Q|Y |[R/H |Y |T |[E |R|Q|W|K |Y |[E N [|-374
sGBt-113 || '{M|E |[N/E [A|L (L |Y |T |Q|S T |Y |T |-282
sGBt1-114 || L |[E | M/E |A L (L |Y |T |Q|M|T |I T || -27.5
SGB1-115 | Y N/ W|H | L (WIN S |Y [N |Q|Q L |V |I -27.2
SGBt1-116 |[Y Q| W|R|E |[A |L (L |Y |Q|Q |S |I Y | W | -26.0
SGB1-117 |Q Q| Q|R|/H |E [T MR |Q|M|S |Y |Y [N |-238
sGBt1-118 || |/Q|E |R|/H |Y |T |[E I[N |L |[R |S |I Y | W | -149
SGB1-119 |Q |l |[Q | T |K |E |[H M |L |I M|N |S |H | L [[-11.2
sGBt1-120 | Y |[L ([ WM E |Y |L |[E |A|T |E |S |T |Y |T ||-91
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Tabela 62 — Décima geragéo de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria por
mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-109 |[S|Q|S |R|L (W|IN |S |[P |Q|P |Q L |V |I -74.1
SGB1-25 |[S|N|S|H|L (WIN|S |P |N|P QL |V |I -62.2
SGB1-85 Y QW|R|L (WIN |S |Y Q|Q|Q L |V |I -56.7
SGBt1-110 |[E QY |[R|M |L |Y |I L Q| W/l |[A R |M]|-505
FabRBD XX | X[ X[X | X [ X [ X | X |X [X |X |X |X |X]-502
SGB1-73 Y Q| W|IR|/H |E|T M]Y |[Q|Q[|S |Y |Y [N |[-492
SGB1-49 Q/Q|Q|R|/E |A|L (L |R|Q|M|S |I Y | W | -46.5
SGB1-26 || |[M|E |N|M |L |Y |I N |L |[R|I |A|R |M]|-46.0
SGB1-86 |E|Q|Y |R/H |Y |T |E |L |Q|W|K |Y |E |N | -457
sGB1-27 |Y /L WM E A /L |L |A|T|E|M|T]|I T || -45.6
séGB1-97 |I (L |E M E |Y |L |[E Y |T |Q|S |T|Y |T ||-4483
SGB1-61 l'fQ/E|R/H|Y |T |E|Y |T |Q|S T |Y |T|-432
séGB1-87 || |{[M|E|N/E |A|L (L [N |L |[R|S |I Y | W | -423

Tabela 63 — Mutantes filhos da Décima geracdo de AM. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

sGB1-121 |1 |Q|E |R|E |A |L |L |Y |T Q]S |I Y | W | -75.6
SGB1-122 [Y | Q| W /R |E |[E |[L [M]Y |Q |Q |S |I Y |W | -68.5
SGB1-123 ' Q|Q|Q R|/H |A |T |L  R|Q|/M|S |Y |Y [N |-494
sGB1-124 |1 (L |[E M|E |Y |L |E A |T |Q |S |T |Y |T | -34.6
SGB1-125 |[E|Q|Y R|M |L |Y |I Y |[Q|Q |Q|L |V |I -32.8
sGB1-126 |Y |L | W | M|E |A |L |L |Y [T |E M |T |I T || -28.8
sSGB1-127 [ Y | Q| W|/R|L |[W|N [S |[L |Q |[W]|I A R | M| -238.9
SGB1-128 | S |Q|S [ R|L [W|N |S |[P N |P |Q]|L |V |I -22.7
sGB1-129 || 'M|E  N|/H |Y |T |E I N|L |R|S |T |Y |T |-225
SGB1-130 [ S|IN|S | H|L [W|N |S [P |Q|P |Q]|L |V |I -14.6
sSGB1-131 |[E/M|Y N M |Y |Y |E |L |[L | W|K|A|E [M]-215
SGB1-132 |I |Q|E |R|H |L | T |I N [Q [R |I Y |[R |N | -38
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Tabela 64 — Décima primeira geracao de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estao em
quilocaloria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 (8 |13 |15 |17 |19 |42 44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

sGBt1-121 |I |/Q|E |R|/E |A |L (L |Y |T |Q|S |I Y | W | -75.6
SGB1-109 |[S|Q|S |R|/L (W|IN |S |[P |Q|P |Q L |V |I -74.1
sGBt1-122 |l Y Q| W|R|E |[E |L ([M]Y |Q |Q |S |I Y | W | -68.5
SGB1-25 |[S| N|S|H|L (WIN|S |P |N|P |Q L |V |I -62.2
SGB1-85 Y Q W|R|L (WIN |S |Y Q|Q|Q L |V |I -56.7
SGB1-110 |[E|Q|Y |[R|M |L |Y |I L Q| W/l |[A R |M]|-505
FabRBD XXX [ XX [ X [ X [ X | X [ X [|[X |X |[X |[X|X [-502
SGB1-123 |Q|/Q|Q|R/H |[A|T |L |R|Q|M|S |Y |Y [N |[-494
SGB1-73 |[Y Q| W|R|/H |[E|T  M]Y |[Q|Q|S |Y |Y [N |[-492
sSGB1-49 Q/Q|Q|R|/E |A|L (L |R|Q|M|S |I Y | W | -46.5
sGBt-26 || |{M|E | N|M |L |Y |I N |L R |I |[A|R|M]|-46.0
sGB1-86 |E|Q|Y |R/H |Y |T |E |L |Q|W|K |Y |E |N ||-457
sGB1-27 |Y /L W/ M E |A|L |L |A|T|E|M|T]|I T || -45.6

Tabela 65 — Mutantes filhos da Décima primeira geragao de AM. Todos os valores de AG estao em
quilocaloria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 42|44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-133 [ Y Q| WIR|M |W|Y S |Y Q|Q Q|A |V |[M|-541
SGB1-134  Q/ M|Q|N/M|A |Y |[L [N |L |[M|S A |Y |[M|-487
SGB1-135 | Y | Q|E |R|/E |A |L (L |Y |T |Q|S |I Y | W || -48.2
SGB1-136 |[E/Q|Y |[R/E |A /L (L |L |Q|W|M|T |I T | -34.9
SGB1-137 (Y | Q| Q|R/H |[A|T |L Y |Q|Q|S |Y |Y [N |[-335
sSGB1-138 || |lQ/W|R|E |[E |L (MY |Q|Q |S |I Y |W || -29.6
SGB1-139 |[S|Q|S |R|/L (WIN |S |A |Q|A QL |V |I -26.0
SGB1-140 | Y (L | W|M|/H |Y |T |[E |A|T |E |[K |Y |E |N [|[-25.2
SGB1-141 |[E|Q|Y |[R|L |L [N |I L |Q|W/I L |R | -22.5
SGB1-142 | Q| Q| W|R|/H |E|T MR |Q|M|S |Y |Y N |[|-222
SGB1-143 |[S|N|S |H|/L (W N |S |A N |A |Q L |V |I -16.6
SGB1-144 || |Q|E |R|E |L |L |I R |Q R |I I R | W | -147
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Tabela 66 — Décima segunda geracao de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estdo em
quilocaloria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 51 |53 |55 | AG

sGBt1-121 |I |Q|E |R|E (A |L (L |Y |T |Q|S |I |Y |W]|-756
SGB1-109 |[S|Q|S |[R|L W N S |P |Q|P |Q]|L |V |I -74.1
sGBt1-122 | Y Q|W|R|E |[E |L ([M]Y |[Q|Q |S |I |Y |W]/|-685
SGB1-25 |[S| N|S |H|L W N |S |P N |P |Q]|L |V |I -62.2
SGB1-85 |[Y Q|W|R|L W/ N S |Y Q|Q|Q|L |V |I -56.7
SGB1-183 Y Q| WIRIM W Y |[S |Y [Q|Q|Q|A |V M|-541
SGB1-110 |[E |Q|Y |[R|{M |L |Y |I L |Q|W/|l |A|R |M]-505
FabRBD XXX [ X[X [ X [ X [ X | X | X |X | X |[X [X |X [-502
SGB1-123 Q| Q| Q|R|/H A |T |L |[R|Q|M|S |Y |Y [N [-494
SGB1-73 (Y Q|W|R|H |E |T [M]Y |[Q|Q |S |Y |Y N |-492
SGB1-134 | Q/ M|Q|NfM A |Y |[L IN|L |[M|S |A |Y |[M|-487
SGB1-135 (Y |Q|E |R|E A |L (L |Y |T |Q|S |I |Y |W]|-482
SGB1-49 Q/Q|Q|R|E AL (L |R|Q|M|S |I |Y |W]|-46.5

Tabela 67 — Mutantes filhos da Décima segunda geracao de AM. Todos os valores de AG estdo em
quilocaloria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 42|44 |46 | 49|51 |53 |55 | AG

SGB1-145 |Y |Q|E |[R|E (A |L (L |Y |[Q|Q|S |I |Y |W]|-627
SGB1-146 | Y | Q| W|R|E |E |L |[L |Y |[T |Q|[S |I |Y |W|-447
SGB1-147 || |Q|E |R|E AL (MY |[Q|Q |S |I |Y |W]|-36.0
SGB1-148  Q/ M|Q |N|H |E |T [M N |L |[M|S |Y |Y |N ||-348
SGB1-149 | Y | Q| W|R|M W Y |[S |Y Q|Q|Q|L |V |[M]|-29.1
SGB1-150 Q| Q|Q |R|E (A /L (L |[R|T |[M|S |I |Y |W|-27.9
SGB1-151 Q| Q|Q|R|M A |Y |[L | R|Q|M|S |A]|Y M|-26.0
SGBt1-152 || {M|E |[N|M L |Y (I |Y |[Q|Q |S |I |Y W]|-252
SGB1-153 |[Y Q| W|R|L 'W|IN S |Y |Q|Q|Q|A |V |I -22.4
SGB1-154 |[Y Q WIR|M A |Y |[L |Y |Q|Q|S |A|Y [M|-214
sGBt1-155 || |Q|E |R|E |[E |L ([M N |L |[R|I |A|R M |-18.0
SGB1-156 |[E | Q|Y |[R|H |L | T |I L [Q |W]|I Y |[R [N | -149
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Tabela 68 — Décima terceira geracdo de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estdo em quiloca-

loria por mol.
ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 51 |53 |55 | AG
SGB1-121 |[I [Q|[E [R|E [A|L [L [Y [T [Q [S|T |[Y [W]-756
SGB1-109 [S|[Q[S [R|L [W[N [S [P |Q [P [Q|L [V [T [ -741
SGB1-122 [Y|[Q|W|R|E |[E |[L [M[Y [Q|Q|S [T [Y |[W]|-685
SGB1-145 [Y |Q |E |R|E |A |[L |[L [Y |[Q |Q[S [T [Y [W]|-627
SGB1-25 |[S|N|/S |H|L |[W|IN |S [P [N |P |Q|L |V [I -62.2
SGB185 |[Y|Q|W|R[L [W|N [S|[Y |Q|[Q|Q L [V [T [567
SGB1-133 [ Y | Q| W|/R|M |[W|]Y [S|Y Q|Q|Q|A |V |[M]|-541
SGB1-110 |[E |Q|Y |[R|M |L |Y |I L Q| W]|I A /R M| -505
FabRBD X X[ X[ XX [ X | X [ X [ X | X |X |[X |X |X |X]|-50.2
SGB1-123 |1Q| Q| Q|R|/H |A |T |L [R|Q/M|S |Y |Y [N | -494
SGB1-73 | Y Q W|R/H |E |T [M|Y |[Q Q|S |Y |Y [N |-492
SGB1-134  Q M|Q|N/M|A |Y |[L [N|L M|S |A|Y |[M]| -487
SGB1-135 | Y |Q|E |R|E |A |L |[L |[Y [T |Q|S |I Y | W | -48.2

Tabela 69 — Mutantes filhos da Décima terceira geragao de AM. Todos os valores de AG estdo em
quilocaloria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 42|44 |46 | 49|51 |53 |55 | AG

SGB1-157 | Y |lQ|E |[R|E (A |L |[L |Y |Q|Q|Q |L |V |I -64.7
SGB1-158 |[Y Q| W|IR|M W |Y (S |L [Q | W|I |A|R M| -456
SGB1-159 [E|Q|Y |[R|M L |Y [I Y |[Q|Q|Q|A |V M|-442
sGBt1-160 | Y |lQ|E |R|E A |L (L [N |L |[M|S |A|Y M |-41.0
SGB1-161 | Y | Q| W|R|L W NS |Y |Q|Q|S |I |Y W]|-36.8
sGBt1-162 | Y Q| W|R|E |E L ([M]Y |T |Q|S |L |Y |W/|-366
sGBt1-163 |I |Q|E |R|E A |L |L |Y |Q|Q|S |I |Y |W]|-354
SGB1-164 | Y Q| W|R|H |E |T |[L |Y [Q|Q|S |Y |Y [N |-31.1
SGB1-165 QM| Q |N|M A |Y (L |Y |[T |Q |S |I |Y |W|-235
SGB1-166 || |Q|E |R|E |L |L |I R I|L |[R |I I R | W | -20.4
SGB1-167 | QM| Q |N|M A |Y |[L [N |Q |M|S |A |Y |[M|-147
SGB1-168 |[Q| Q| Q|R/H |A|T MR |Q M|S |Y |Y [N |-14.1
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Tabela 70 — Décima quarta geragéo de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estao em quiloca-

loria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 |42 |44 |46 |49 51 |53 |55 | AG
sSGB1-121 |I |Q|E |R|E |A |L |L |[Y [T |Q|S |I Y |W | -75.6
SGB1-109 |[S|Q|S |R|L |[W| N |[S [P |Q|P |Q|L |V |I -74.1
SGB1-122 | Y | Q/  W|R|E |[E |[L [M]Y [Q |Q |S |I Y |W | -68.5
SGB1-157 | Y |Q|E |[R|E (A |L |[L |Y |Q|Q|Q|L |V |I -64.7
SGB1-145 |Y |Q|/E |[R|E |A (L |L |Y [Q |Q |S |I Y | W | -62.7
SGB1-25 |[S|N|/S |H|L |[W|IN |S [P [N |P |Q|L |V [I -62.2
SGB1-85 | Y  Q W|R|L [W|IN |[S |Y |Q|Q|Q (L |V [I -56.7
SGB1-133 | Y  Q W|/R/IM |W|Y |[S|Y Q Q|Q|A |V |[M]|-541
SGB1-110 |[E |Q|Y |[R|M |L |Y |I L Q| W]|I A /R M| -505
FabRBD X X[ X [ X[ X [ X | X [ X [ X | X |X |X |X [X |X ]| -50.23
SGB1-123 Q| Q| Q|R|/H |A |T |L [R|Q|M|S |Y |Y [N | -494
SGB1-73 | Y Q W|R/H |E |T [M|Y |[Q Q|S |Y |Y [N |-492
SGB1-134 Q| M|{Q|N|M |A |Y |[L [N |L |[M|S |A|Y |M|-487

Tabela 71 — Mutantes filhos da Décima quarta geragao de AM. Todos os valores de AG estdao em
quilocaloria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 42|44 |46 | 49|51 |53 |55 | AG

SGB1-169 | Y | Q| W|IR|M |[W N |S |Y Q|Q|Q |A |V M]|-550
SGB1-170 | Y |Q|E |R|E (A |L |[L |[R|Q |Q |S |I |Y W|-H12
SGB1-171 ([ Y Q|W|R|E |[E |L ([M]Y |[Q |Q |S |L |Y |W|-445
SGB1-172 | Y Q| W|R|L W|Y |[S |Y |Q|Q|Q|L |V |I -38.7
SGB1-173 | Y | Q|E |[R|E (A |L (L |Y |[Q|Q |Q|I V |W || -36.7
SGB1-174 Q| Q|Q|R|M A |Y (L |L|Q|M|S |A]|Y M|-362
SGB1-175 |Q|Q|Q|R|/H A |T |L INJQ|M|S |Y |Y N |-362
SGB1-176 |Y |Q|E |[R|E (A |L |[L |Y |Q|Q|[S |L |Y |I -34.4
sGBt1-177 |Q/Q|Q |R|E AL (L |Y |T |M|S |I |Y W]|-336
sGB1-178 || |Q|E |R|E (A |L (L |Y |T |Q|S |L |Y |W|-319
SGB1-179 [ Y M| W|IN|M |E |Y ([M|Y |[L |[Q|S |A |Y |M|-247
SGB1-180 |[E | Q|Y |[R|H |L | T |I R|1Q |W]|I Y |[R [N || -87
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Tabela 72 — Décima quinta geragado de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estao em quilocalo-

ria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 | 15|17 |19 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 || AG

sGB1-121 |I |Q|/E |[R|E |A |L |L |Y |T |Q |S |I Y |W | -75.6
SGB1-109 |[S|Q|S |R|L [W|N |S |P |Q |P [Q|L |V |I -74.1
SGB1-122 | Y | Q/ W|/R|E |[E |L |[M|Y |[Q |Q |S |I Y | W | -68.5
SGB1-157 | Y |Q|E |[R|E |A |L |[L |[Y | Q|/Q Q|L [V |I -64.7
SGB1-145 |Y |Q|E |[R|E |A |L |L |[Y |[Q |Q |S |I Y | W | -62.7
SGB1-25 |[S|N|S |H|L W|N|S |P |N|P Q]|L |V |I -62.2
SGB1-85 |Y | Q| W|/R|L W|N|S |Y |Q|Q Q|L |V |I -56.7
SGB1-169 | Y | Q| W/IR|M W |N |S |Y [Q|Q|Q|A |V |M|-550
SGB1-133 | Y | Q(WIRIM W ]Y (S |Y Q|Q|Q|A |V |[M|-541
SGB1-170 |[Y |Q|/E |[R|E |A |L |[L |R |Q |Q |S |I Y |W | -51.2
SGB1-110 |[E |Q|Y |[R|M |L |Y || L |Q |W]|I A R M |-505
FabRBD XXX [ X[ X [ X [ X X | X | X |X |X |X |X |X |-502
SGB1-123 |Q|Q/Q|R|H |A |T |[L [ R|Q|M|S |Y |Y [N |-494

Tabela 73 — Mutantes filhos da Décima quinta geragdao de AM. Todos os valores de AG estdo em
quilocaloria por mol.

ID\residuo |2 |4 |6 |8 |13 |15 |17 |19 42|44 |46 | 49|51 |53 |55 | AG

SGB1-181 | Y |Q|E |R|M |[W N |S |Y |Q|Q|Q |A |V M]|-529
SGB1-182 |Y |Q|E |[R|E (A |L (L |Y |Q|Q|Q|L |Y |I -51.1
SGB1-183 |Y |Q|E |R|E (A |L (L Y |[Q|Q|Q|A |V |[M|-499
SGB1-184 || (Q|D |R|D A |L (L Y |[Q|Q|S |I |Y |W]/|-495
SGB1-185 Q| Q|Q|R|M A |Y (L |[L |Q|W|S |A|Y M|-325
sGBt1-186 |Y |Q|E |R|E A |L (L Y |[Q|Q|S |I |V W|-303
SGB1-187 [ Y Q| WIR|M W |Y |[S |R|Q|Q|S |I |Y |W|-29.1
SGB1-188 Q| Q|Q|R|/H A |T (L |Y |Q|M|S |Y |Y N |-278
SGBt1-189 |I |Q /D |R|D (A |L (L |Y |T |Q|S|I |Y |[W|[-214
SGB1-190 [ Y M|{W|N|M |[E |Y (M |N |L |[Q|S |A|Y M|-21.0
SGB1-191 [ Y Q| W|R|L W N S |Y |Q|Q|Q|L |V |I -20.8
SGB1-192 |[E | Q|Y |[R|H |L | T |I R|Q M|l |Y |R [N |-19.8
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Tabela 74 — Décima sexta geracdo de AM anti-RBD SGB1. Todos os valores de AG estdo em quilocaloria

por mol.

ID\residuo 21416 |8 1315|1719 |42 |44 |46 |49 |51 |53 |55 | AG

SGB1-121,,p |l | Q/E|R|E |A |L |L |Y |T |Q/|S |I Y | W | -834
SGB1-121,,44, |1 |Q|E |[R|E |A |L |L |Y |T |Q S |I Y | W | -815
SGB1-121 |l | Q/E|R|E |A |L |L |Y |T |Q/|S |I Y | W | -75.6
SGB1-109 S/IQ|S|R|L  W|N|S |P |Q|P |Q|L [V [|I -74 1
SGB1-122 Y QIW|/R|E |E L [ M|]Y [Q|Q |S |I Y | W | -685
SGB1-157 Y Q|E|R|E |[A|L |L | Y Q|Q|Q|L |V |I -64.7
SGB1-145 Y Q|E|R|/E|A|L |L Y |Q|Q]|S |I Y |W | -62.7
SGB1-25 SIN/IS H/L | WIN|S |P | N|P |Q|L |V |I -62.2
SGB1-85 Y Q|W|R|L [WIN|S Y Q| Q|Q|L |V |I -56.7
SGB1-169 Y Q W|RIM|W N |S |Y |Q|lQ|Q A |V M]|-550
SGB1-133 Y QIWIRIM|W|Y |[S|Y Q|Q|Q]|A |V |[M]|-540
SGB1-181 Y QE|RI M|IWIN|S Y Q|Q|Q]|A |V |[M]|-530
SGB1-170 Y Q|E|R|E |A |L |[L |[R|Q|Q|S |I Y |W ] -51.2
SGB1-182 Y Q|E |R|E |A|L |[L Y |Q|Q|Q |L |Y |I -51.1
SGB1-110 E|Q|Y R|/M|L |Y |I L |Q | W/|I A |R |[M | -505
FabRBD XXX [ XX [ X [ X [ X | X | X | X [X[|X |X |X |-502
GB1-REF T|K]|I N K I|E|T|E|E |T D/ |T|T|T |T ]| -195
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APENDICE G — Arquivos de trajetérias
SGB1-121

Os arquivos originais de trajetéria do SGB1-121,,p, com 0 pds-processamento
das trajetérias de DM dos mutantes SGB1-121,,, e SGB1-121his — tag, nos quais
foram removidas moléculas de agua, ions, rotacao e translagao, podem ser baixados
no seguinte link:

<https://drive.google.com/drive/folders/1g8T-TXYrbSTAmmgsnp7Ug-UVfEKx45D0?
usp=drive_link>


https://drive.google.com/drive/folders/1g8T-TXYrbSTAmmgsnp7Ug-UVfEKx45Do?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1g8T-TXYrbSTAmmgsnp7Ug-UVfEKx45Do?usp=drive_link
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APENDICE H — Codigos usados pelo
AG

Script da funcdo de pontuacao

#!/bin/bash

set -e

declare -a arr=( )
declare -a aminoacidos=( 2 4 6 8 13 15 17 19 42 44 46 49 51 53 55 )

.fzera.exe

for aa in "${aminoacidos[@]}
do

for str in "S${arr[@]}
do

for ((j=1;j<=20;j=j+1)); do
.[pymol.sh $str %aa $j

./pontua.exe GBledb molde.pdb Saa $j Sstr
done

rm - \#*\#

done

done

Figura 34 — Script shell usado na fungao de pontuacao.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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Script da populacao inicial de mutantes do AG

#! /bin/bash

export PATH=$PATH: /usr/apps/pymol/
populacao=18

for ((i=1;i<=$%populacao;i=i+1)); do

cd pastasi

input=

while IFS= read -r line

do

n="%(cut -d -f 1 <<<"§1line")
residuo="5%(cut -d -f 2 <<<"5line")
rotamero="%(cut -d -f 5 <<<"$§line")
pos="$(cut -d -f 3 <<<"$line")

if [ $n -eq $1 ]

then

mv antibody.pdb selecti.pdb
./pymol.sh $residuo $pos Srotamero
echo "Sn Sresiduo Spos Srotamero Ssum
rm selectl.pdb

mv select.pdb antibody.pdb

fi

if [ $n -eq 51 ]

then

mv complex.pdb selectl.pdb

./pymol.sh Sresiduo $pos Srotamero
echo "Sn Sresiduo Spos Srotamero S$sum
rm selectl.pdb

mv select.pdb complex.pdb

fi

done < "Sinput

cd ..

done

Figura 35 — Script shell usado para gerar a populacao inicial de mutantes do AG.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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Script da nova populacao de mutantes do AG

#!/bin/bash

export PATH=SPATH: /usr/apps/pymol/
populacao=12

for ((i=1;i<=Spopulacao;i=i+1)); do
cd pastasi

input=

tamline=31

while IFS= read -r line

do

n="5(cut -d -f 1 <<<"Sline")

for ((k=3,1=4;k<=5tamline;k=k+2,1=1+2)); do
residuo="5(cut -d -f 5k <<<"5line™)
pos="5(cut -d -f 51 <<<"$line")

echo Sn Sresiduo Spos

if [ Sn -eq 51 ]

then

mv antibody.pdb selectl.pdb
.Jpymol.sh Sresiduo Spos
echo "Sn Sresiduo Spos

rm selectl.pdb

mv select.pdb antibody.pdb
fi

if [ Sn -eq 51 ]

then

mv complex.pdb selectl.pdb
.Jpymol.sh Sresiduo Spos
echo "Sn Sresiduo Spos

rm selectl.pdb

mv select.pdb complex.pdb
fi

done

done < "Sinput

cd ..

done

Figura 36 — Script shell usado para gerar a populagcao de mutantes do AG.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).
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Script shell usado na DM do algoritmo genético

#!/bin/bash

source fusr/apps/amberi8/amber.sh

set -e

geracao=1

gerMAX=2

populacao=18

while [ $geracao -1t $gerMAX ]; do

for ((i=1;1<=5populacao;i=1+1)); do|

cd pastasi

Jusrfapps/amber18/binftleap -f scriptl.in

Jusr/apps/amber18/binftleap -f script2.in
oF.

Jusr/apps/amberi18/bin/tleap script3.in

echo -e si

Jusr/fapps/amber18/bin/pmemd.cuda -0 -1 min.in -o min.out -p cpxa.prmtop -c cpxa.inpcrd -r min.ncrst

echo -e si

Jusr/apps/amber18/bin/pmemd.cuda -0 -1 heat.in -o heat.out -p cpxa.prmtop -c min.ncrst -r heat.ncrst -x heat.nc
echo -e i

Jusr/apps/amber18/bin/pmemd.cuda -0 -1 prod.in -o prod.out -p cpxa.prmtop -c heat.ncrst -r prod.ncrst -x prod.nc
Jusr/apps/amber18/bin/pmemd.cuda -0 -1 prod2.in -o prod2.out -p cpxa.prmtop -c prod.ncrst -r pred2.ncrst -x prod.nc
echo -e i

si
amber.python /fusr/apps/amber18/bin/MMPBSA.py -0 -i mmpbsa.in -o FINAL_RESULTS_MMPBSA.dat -sp cpxa.prmtop -cp cpxv.prmtop -rp antibody.prmtep -1lp antigen.prmtop -y prod.nc
rm -rf prod.nc
cd ..
done
let geracao=geracao+l;
done

Figura 37 — Script shell usado na DM do algoritmo genético.

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

Cddigos auxiliares usados na no AG

Devido a natureza modular do AG, diversas partes dos cédigos foram escritas
em linguagem C++, o que facilita a manipulacao de arquivos de texto ou em formato
PDB. Os codigos a seguir desempenham fungdes auxiliares dentro do AG, como a
funcao de pontuacao e a funcédo de permutacéo:
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I*Cédigo de permutacdo para gerar mutantes filhos*/
#include <stdio.h>
#include <string.h>
#include <stdlib.h>
#include <math.h>

struct vetor {
char line[1000];

h

struct vetor L[100000];
struct vetor L2[100000];

float separar(int i, char * string) {
char str[10];

for (intj=i-3,k=0;j<i+3;j++, k+t)
str[k] = string[j];
str[7] ="\0';

return atof(str);

}

int igual(char * strl, char * str2) {
intok =1;
for (inti=0;i<100; i++)
if (strl[i] '= str2[i])
ok =0;
return ok;

}

int verifica(struct vetor * Li, int N, char * str) {
int ok = 0;
for (inti=0;i<N; i++) {
if (igual(str, Li[i].line) == 1)
ok =1;

}

return ok;

}

int main() {
FILE * fp;
char c;
inti=0;
int N2 = 0;



APENDICE H. Cédigos usados pelo AG 126

fp = fopen("ranking_ordem.dat", "r"); /* Arquivo ASCII, para teeitura */
if (fp) {
printf("Erro na abertura do arquivo");

}
char line[150] = "; /* initialize all to 0 (\Q") */

while (fgets(L[i].line, sizeof(line), fp)) {
[* tsin is FILE* input */

L[i].line[101] = "0’

i++;

)

} I* imprime o caracter lido */
fclose(fp);

fp = fopen("permutacao.dat", "w");
int corte = 51;

char m;

char str1[200], str2[200];

for (intj=0;j<12;j=j+2){

strepy(strl, L[j].line);
strepy(str2, L[j + 1].line);

for (int | = 0; | < corte; I++) {
str2[l] = L[j].line[l];
stril] = L[j + 1].linefl];

}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {
printf("copia erro: segunda permutagao\n”);
for (int1=0; 1< 24; 1++) {
char ¢ = str2][l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;

}

for (int1=72; 1< 100; I++) {
char c = str2[l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;
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if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {
printf("copia erro: terceira permutacao\n");
printf("%s\n", strl);
printf("%s\n", str2);
printf("%d\n", j);

for (int1=5;1<9; [++) {
char c = str2[l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;

}

for (int1=17;1<21; I++) {
char ¢ = str2][l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;

}

for (int | = 30; | < 35; I++) {
char c = str2[l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;

}

for (int1=44;1<48; |1++) {
char ¢ = str2][l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;

}

for (int 1 = 58; | < 62; I++) {
char c = str2[l];
str2[l] = stri[l];
strl[l] = c;

}

for (int1=72;1<76; I++) {
char ¢ = str2][l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;

}

for (int |1 = 86; | < 90; I++) {
char c = str2[l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;

}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {
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printf("copia erro: quarta permutagdo\n");
for (int | = 50; | < 58; I++) {

char ¢ = str2[l];

str2[l] = stri[l];

stri[l] = c;

printf("%s \n %s \n", strl, str2);

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {
printf("copia erro: quinta permutac&o\n");
for (int1=159; |1 < 63; I++) {
char ¢ = str2][l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {
printf("copia erro: 6 permutacao\n");
for (int1=64;1<71; I++) {
char c = str2[l];
str2[l] = stri[l];
strl[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {
printf("copia erro: 7 permutacgéo\n");
for (int1=71;1<78; I++) {
char ¢ = str2][l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {
printf("copia erro: 8 permutacao\n");
for (int 1 = 78; 1 < 85; I++) {
char c = str2[l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {
printf("copia erro: 9 permutacgéo\n");
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for (int1=85;1<92; I++) {
char ¢ = str2][l];
str2[l] = stri[l];
stri[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) =

printf("copia erro: 10 permutacdo\n");
for (int1=92; 1<99; I++) {

char ¢ = str2[l];

str2[l] = strifl];

stri[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) =

printf("copia erro: 11 permutacdo\n");
for (int1=0; 1 <4; 1++) {

char c = str2[l];

str2[l] = stri[l];

stri[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) =

printf("copia erro: 12 permutacdo\n");
for (int1=4;1<10; I++) {

char ¢ = str2][l];

str2[l] = strifl];

strifl] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) =

printf("copia erro: 13 permutacdo\n");
for (int1 = 10; | < 16; ++) {

char ¢ = str2[l];

str2[l] = stri[l];

stri[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) =

printf("copia erro: 14 permutacdo\n");
for (int1=16; 1 <22; I++) {

char ¢ = str2][l];

str2[l] = strifl];

=1{

DA

DA

=1

=D
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stri[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {

printf("copia erro: 15 permutacdo\n");
for (int1=22; 1< 29; I++) {

char c = str2[l];

str2[l] = stri[l];

stri[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {

printf("copia erro: 16 permutacdo\n");
for (int1=29; | < 36; I++) {

char ¢ = str2[l];

str2[l] = strifl];

stri[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {

printf("copia erro: 17 permutacdo\n");
for (int1 = 36; | < 43; I++) {

char c = str2[l];

str2[l] = stri[l];

stri[l] = c;

}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {

printf("copia erro: 18 permutag&o\n”);
for (intl1=43; 1 <50; I++) {
char ¢ = str2][l];
str2[l] = strifl];
strifl] = c;
}
}

if (verifica(L, i, strl) == 1 || verifica(L, i, str2) == 1) {
printf("copia erro: nenhuma permutacao efetiva \n%s \n%s\n", strl, str2);

}

strepy(L2[j].line, strl);
strepy(L2[j + 1].line, str2);
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for (intj=0;j<12;j++)
fprintf(fp, "%d %s\n", j + 1, L2[j].line);

fclose(fp);
return O;

}
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Cdédigo que calcula a distancia e pontua o tipo de interagdo <Pontua.exe>
#include <stdio.h>
#include <string.h>
#include <stdlib.h>
#include <math.h>

[*Estrutura que armazena informagéo sobre a linha do arquivo PDB*/

struct vetor {
char line[100];

%

[*Listas que armazenam os arquivos PDB*/
struct vetor L[10000];

struct vetor L2[100000];

char str[9];

/*funcdo que converte substring em float*/
float separar(int i, char * string) {
for(intj=i-3,k=0;j<i+3;j++, k++)
str[k] = string[j];
str[8] ="\0';
return atof(str);

}

/*func@o que converte substring em inteiro*/
int separarint(int i, char * string) {

for (intj=i-2,k=0;j<i+2;j++, k++)
str[k] = string[j];
str[8] = "\0';
return atoi(str);
}
/*funcéo principal*/

int main(int argc, char * argv[])

{
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FILE * fp;
int Nal =0, Na2 = 0;
fp = fopen(argv[1], "r"); /* Arquivo ASCII, para leitura */

if ('fp) {
printf("Erro na abertura do arquivo");

}
char line[150] = "; /* initialize all to 0 (\Q") */

while (fgets(L[Nal].line, sizeof(line), fp)) {
[* tsin is FILE* input */

if (L[Nal].line[0] =="E' || L[Nal].line[0] =="") break;
Nal++;
}
fclose(fp);
fp = fopen(argv[2], "r"); I* Arquivo ASCII, para leitura */
if ('fp) {
printf("Erro na abertura do arquivo");
}
char line2[150] = "; /* initialize all to 0 (\0") */

while (fgets(L2[Na2].line, sizeof(line2), fp)) {
/* tsin is FILE* input */

if (L2[Na2].line[0] == 'E' || L2[Na2].line[0] =="") break;
Na2++;
}/* */

fclose(fp);

[* abre arquivo output*/
fp = fopen("pontuacao.dat”, "a");

*inicializa variaveis*/
int posicao = atoi(argv[3]), pos, k, pontos = 0, Nres = 0;

/*|é posicbes do atomos*/
for (pos = 0; pos < Nal; pos++) {

if (separarint(25, L[pos].line) == posicao && L[pos].line[77] = 'H") {
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Nres++;
for (k = 0; k < Na2; k++) {

float x1, y1, z1, pX, py, pz;

x1 = separar(34, L2[Kk].line);
yl = separar(42, L2[K].line);
z1 = separar(51, L2[Kk].line);
px = separar(34, L[pos].line);
py = separar(42, L[pos].line);
pz = separar(51, L[pos].line);

[*calcula distancias entre atomos e pontuac¢fes para o tipo de interacao*/

if (sgrt(pow(x1 - px, 2) + pow(yl - py, 2) + pow(z1l - pz, 2)) >= .00 && sqrt(pow(x1 -

px, 2) + pow(yl - py, 2) + pow(z1l - pz, 2)) < 0.5) {

if (L2[K].line[77] =="'C' && L[pos].line[77] =="'C") pontos += 17,

if (L2[K].line[77] =="'C' && L[pos].line[77] =='N') pontos -= 95;

if (L2[K].line[77] == 'N' && L[pos].line[77] =='C") pontos -= 95;

if (L2[K].line[77] =='C' && L[pos].line[77] =="'0") pontos -= 95;

if (L2[K].line[77] =="'0O' && L[pos].line[77] =="'C") pontos -= 95;

if (L2[K].line[77] =="'0O" && L[pos].line[77] =="'O") pontos -= 95;

if (L2[K].line[77] == 'N' && L[pos].line[77] == 'N') pontos -= 95;

if (L2[K].line[77] == 'H' && L[pos].line[77] =='N' && L[pos].line[17] == 'H' &&
L[pos].line[18] =="I' && L[pos].line[19] =='S") pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =="'H' && L[pos].line[77] =='0O" && L[pos].line[17] =="A' &&
L[pos].line[18] =='S' && L[pos].line[19] =='N') pontos += 150;

if (L2[K].line[77] == 'H' && L[pos].line[77] =="'0O' && L[pos].line[17] == 'G' &&
L[pos].line[18] == L' && L[pos].line[19] == 'N') pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =="'H' && L[pos].line[77] =="'0O' && L[pos].line[17] == 'G' &&
L[pos].line[18] =='L' && L[pos].line[19] == 'U’) pontos += 150;

if (L2[K].line[77] == 'H' && L[pos].line[77] =='O' && L[pos].line[17] =="A' &&
L[pos].line[18] =='S' && L[pos].line[19] == 'P") pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =="'0O' && L[pos].line[77] =="'0' && L[pos].line[17] =="'S' &&
L[pos].line[18] =='E' && L[pos].line[19] == 'R’) pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =="'O" && L[pos].line[77] == 'O' && L[pos].line[17] == 'T' &&
L[pos].line[18] == "Y' && L[pos].line[19] == 'R") pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =='0O' && L[pos].line[77] == 'N' && L[pos].line[17] == 'T' &&
L[pos].line[18] == 'R’ && L[pos].line[19] =="P") pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =="'O" && L[pos].line[77] == 'N' && L[pos].line[17] =="A' &&
L[pos].line[18] =='S' && L[pos].line[19] == 'N') pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =='0O' && L[pos].line[77] == 'N' && L[pos].line[17] == 'G' &&
L[pos].line[18] =="'L' && L[pos].line[19] == 'N') pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =="'O" && L[pos].line[77] == 'N' && L[pos].line[17] =="A' &&
L[pos].line[18] == 'R' && L[pos].line[19] =="'G") pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =="'0O' && L[pos].line[77] == 'N' && L[pos].line[17] == 'H' &&
L[pos].line[18] =="I' && L[pos].line[19] =='S") pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =="'O" && L[pos].line[77] == 'N' && L[pos].line[17] =="L' &&
L[pos].line[18] == "Y' && L[pos].line[19] =='S") pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =='N' && L[pos].line[77] =='0O" && L[pos].line[17] =='S' &&
L[pos].line[18] =='E' && L[pos].line[19] == 'R’) pontos += 150;
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if (L2[k].line[77] == 'N' && L[pos].line[77] =='0O" && L[pos].line[17] == 'T' &&
L[pos].line[18] == "Y' && L[pos].line[19] == 'R") pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =='N' && L[pos].line[77] =='N' && L[pos].line[17] =='T' &&
L[pos].line[18] == 'R’ && L[pos].line[19] == 'P") pontos += 150;

if (L2[K].line[77] == 'N' && L[pos].line[77] =='N' && L[pos].line[17] =="A' &&
L[pos].line[18] =='S' && L[pos].line[19] == 'N') pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =='N' && L[pos].line[77] =='N' && L[pos].line[17] =="'G' &&
L[pos].line[18] == 'L' && L[pos].line[19] == 'N') pontos += 150;

if (L2[K].line[77] == 'N' && L[pos].line[77] =='N' && L[pos].line[17] =="A' &&
L[pos].line[18] == 'R' && L[pos].line[19] =="'G") pontos += 150;

if (L2[K].line[77] =='N' && L[pos].line[77] =='N' && L[pos].line[17] =="'H' &&
L[pos].line[18] =="I' && L[pos].line[19] =='S") pontos += 150;

if (L2[K].line[77] == 'N' && L[pos].line[77] =='N' && L[pos].line[17] =="L' &&
L[pos].line[18] == "Y' && L[pos].line[19] =='S") pontos += 150;

}
}
}
}

printf(">>>>>>>>>>>0%d\n", Nres);

printf("Resid= %s pos= %d pontuacao= %d rotamero %d\n", argv[5], posicao, (pontos) /
Nres, atoi(argv(4]));

fprintf(fp, "Resid= %s pos= %d pontuacao= %d rotamero %d \n", argv[5], posicao,
(pontos) / Nres, atoi(argv[4]));

fclose(fp);

return O;

}
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