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RESUMO 

 

Câncer é o nome que caracteriza um conjunto de distúrbios marcados pela presença de células 

que não respondem aos controles normais de divisão. Estima-se que no ano 2018, tais 

doenças acarretaram 9,6 milhões de óbitos mundialmente. Terapias convencionais não são 

direcionadas e, comumente, são acompanhadas da manifestação de diversos efeitos adversos.  

Nesse contexto, novos tratamentos, como a imunoterapia fazendo o uso de inibidores de 

checkpoints do sistema imune, têm ganhado grande destaque. O anticorpo monoclonal 

humanizado pidilizumabe foi inicialmente selecionado pela sua capacidade de estimular a 

proliferação de linfócitos e por sua atividade antitumoral. Um grande número de estudos 

clínicos promissores indicava que tal fármaco apresentava perfil farmacológico típico de 

antagonista à proteína de checkpoint PD-1. Porém, recentemente, foi elucidado que seu alvo 

molecular genuíno é a proteína DLL1, um ligante da via de sinalização de Notch cujo 

bloqueio tem sido associado a inibição da proliferação celular e indução da apoptose de 

células tumorais para glioma, demonstrando seu potencial como alvo terapêutico para o 

tratamento do câncer. Tendo em vista os bons resultados alcançados com o uso do 

pidilizumabe em diversos testes clínicos, este trabalho objetivou indicar alterações nos 

fragmentos de anticorpos scFv produzidos a partir do pidilizumabe, a fim de otimizar as 

interações com seus possíveis alvos moleculares, as proteínas PD-1 e DLL1. Para isso, foi 

feita a modelagem comparativa dos scFvs a partir das sequências das cadeias leve e pesadas 

obtidas no banco de dados Integrity. A adição de três peptídeos ligantes flexíveis de tamanhos 

distintos entre as cadeias resultou na produção de três scFvs. Tais moléculas foram docadas 

às proteínas PD-1 e DLL1 e os complexos resultantes, submetidos a simulações de dinâmica 

molecular. As simulações permitiram constatar a ausência completa de interações entre os 

scFvs e PD-1. Além disso, através da realização de cálculos de MM/PBSA, foi possível 

elucidar que o modo de ligação mais favorável energeticamente entre scFv e DLL1 é 

encontrado através do posicional do fragmento de anticorpo no domínio C2 do antígeno, e 

que os componentes de energia livre que mais contribuem para o estabelecimento da 

interação são os não polares, de Coulomb e de van der Waals. Finalmente, foram 

identificados os principais resíduos da interface de interação e identificadas mutações 

favoráveis na sequência do scFv. A aplicação e validação de tais mutações por dinâmica 

molecular resultou na proposição de um novo biofármaco otimizado. 

 

Palavras-chave: scFv; DLL1; câncer.  



 

ABSTRACT 

 

Cancer is the name that characterizes a set of disorders marked by the presence of cells that 

do not respond to normal cell division controls. It is estimated that in 2018, such diseases 

caused 9,6 million deaths worldwide. Conventional therapies are not targeted and commonly 

are followed by the manifestation of various adverse effects. In this context, new treatments, 

such as immunotherapy using immune checkpoints inhibitors, have gained prominence. The 

humanized monoclonal antibody pidilizumab was initially selected for its ability to stimulate 

lymphocyte proliferation and its anti-tumor activity. A large number of promising clinical 

studies indicated that such antibody had a typical pharmacological profile of a PD-1 

checkpoint protein antagonist. However, it has recently been elucidated that its genuine 

molecular target is the DLL1 protein, a Notch signaling pathway ligand whose blockade has 

been associated with inhibition of cell proliferation and induction of tumor cell apoptosis to 

glioma, demonstrating its potential as a therapeutic target for cancer treatment. Given the 

good results achieved with the use of pidilizumab in several clinical trials, this study aimed 

to indicate changes to scFv antibody fragments produced from pidilizumab in order to 

optimize interactions with their possible molecular targets, PD-1 and DLL1 proteins. For 

this, comparative modeling of scFvs light and heavy chain sequences obtained from Integrity 

databases was performed. The addition of three flexible linker peptides of different length 

between chains resulted in the production of three scFvs. These molecules were docked to 

PD-1 and DLL1 proteins through a previously validated methodology and the resulting 

complexes were submitted to molecular dynamics simulations. The simulations showed the 

complete absence of interactions between scFvs and PD-1. Furthermore, by performing 

MM/PBSA calculations, it was possible to elucidate that the most energetically favorable 

mode of binding between scFv and DLL1 is found through positioning the antibody fragment 

in the antigen C2 domain, and that the major free energy components contributing to the 

establishment of the interaction are the non-polar, Coulomb and van der Waals terms. Finally, 

the main interface residues involved in the interaction were identified and energetically 

favorable mutations were proposed on the scFv sequence. The application and validation of 

such mutations by molecular dynamics resulted in the proposition of a new optimized 

biopharmaceutical. 

 

Keywords: scFv; DLL1; cancer.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Caracterização do problema 

 

  C©ncer ® uma palavra que vem do grego ñkarkínosò, que quer dizer caranguejo 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). Atualmente, esse é o nome geral dado a um grupo 

heterogêneo de distúrbios caracterizado por células que não respondem aos controles normais 

de divisão (PIERCE, 2016). Enquanto células saudáveis crescem, dividem-se, amadurecem 

e morrem em resposta a um complexo conjunto de sinais internos e externos, células 

cancerígenas têm um ou mais desses sinais comprometidos, levando as mesmas a se 

proliferarem rápida e continuamente, levando ao surgimento de tumores sólidos ou cânceres 

hematológicos (SANTOS, 2018).  

  Estimativas mundiais mostraram que, em 2018, ocorreram 18,1 milhões de 

novos casos de câncer, resultando em 9,6 milhões de óbitos, e estimou-se ainda que o número 

de novos casos deve chegar aos 29,5 milhões até 2040 (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA 

SAÚDE, 2018; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2019). Os tipos de câncer mais 

incidentes no mundo são os de pulmão e de mama, com aproximadamente dois milhões de 

novos diagnósticos apenas em 2018 para cada; estes, juntamente ao câncer colorretal, são 

responsáveis por aproximadamente um terço das mortes por câncer mundialmente 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2019).  

No Brasil, para o biênio 2018-2019, estima-se a ocorrência de 600 mil novos 

casos de câncer para cada ano (SANTOS, 2018). Alguns fatores explicam a participação do 

câncer na mudança recente relacionada ao perfil de adoecimento da população brasileira - 

chamada de transição epidemiológica (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). Alguns destes são: 

a maior exposição a agentes cancerígenos (agentes químicos, físicos e biológicos aos quais 

as pessoas são expostas como consequência de mudanças no estilo de vida e de um processo 

de industrialização intenso); o prolongamento da expectativa de vida e o envelhecimento da 

população; o aprimoramento dos métodos para se diagnosticar o câncer; o aumento no 

número de óbitos pela doença; e a melhoria da qualidade e do registro das informações. A 

Figura 1 evidencia não somente os tipos de câncer com maior incidência no Brasil, como a 

diferença das frequências destes de acordo com o gênero. 
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Figura 1 - Taxas de incidência e mortalidade do câncer estimadas e padronizadas por idade 

em 2018 para ambos os gêneros no Brasil 

 

Fonte: Organização Mundial da Saúde (2019). Adaptado pelo autor (2019). Incidência/Mas - Incidência para 

indivíduos do gênero masculino. Mortalidade/Mas - Mortalidade para indivíduos do gênero masculino. 

Incidência/Fem - Incidência para indivíduos do gênero feminino. Mortalidade/Fem - Mortalidade para 

indivíduos do gênero feminino. LNH - Linfoma Não-Hodgkin. ASR (do ingl°s ñage-standardized rateò) - Taxa 

de incidência e mortalidade estimada padronizada por idade, que é uma medida resumida da taxa que uma 

população teria se tivesse uma estrutura etária padrão; a padronização é necessária ao comparar várias 

populações que diferem em relação à idade, que é um fator que afeta tanto a incidência quanto a mortalidade 

para o câncer. As neoplasias mais incidentes no Brasil são os tumores de próstata e de mama, que também 

foram os mais letais em 2018 para homens e mulheres, respectivamente.  

 

1.1.1 Imunoterapia do câncer 

 

Um dos grandes problemas associados às terapias convencionais para o câncer 

- a exemplo da radioterapia e quimioterapia - é que estas não são direcionadas e possuem 

diversos efeitos nocivos ao corpo, uma vez que destroem as células em divisão ou 

interrompem a divisão celular, afetando também células saudáveis e tendo como resultado a 

manifestação de efeitos colaterais e altas taxas de mortalidade (ABBAS; LICHTMAN; 

PILLAI, 2015). Com o objetivo de encontrar tratamentos com o melhor balanço entre uma 

alta eficácia e baixa toxicidade (MAHONEY; FREEMAN; MCDERMOTT, 2015), novos 

fármacos que utilizam abordagens alternativas - como as terapias hormonais, terapias alvo e 
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imunoterapia - vêm ganhando destaque (SIEGEL et al., 2012). Esta última tem como 

característica agir sobre o sistema imunológico, e não no tumor per si (COUZIN-FRANKEL, 

2017), possuindo o potencial para ser um tratamento mais específico para neoplasias 

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).  

Alterações genéticas e epigenéticas são características de todos os cânceres e 

fornecem uma grande diversidade de antígenos que o sistema imune pode utilizar para 

distinguir as células tumorais das demais (PARDOLL, 2012). Tal reconhecimento, no caso 

das células T, é feito via receptor de c®lulas T (TCR, do ingl°s ñT-Cell receptorò). As c®lulas 

T tem sido foco na manipulação terapêutica da imunidade antitumoral endógena graças a sua 

capacidade de reconhecer seletivamente peptídeos derivados de proteínas em todos os 

compartimentos celulares, de reconhecer e matar células que expressam os antígenos,  através 

das células T CD8+ efetoras, e de iniciar diversas respostas imunes que integram os 

mecanismos efetores da imunidade inata e adaptativa (PARDOLL, 2012).  

  Após saírem do timo, onde passam pela etapa de maturação, os linfócitos 

circulam pelo corpo até reconhecerem um antígeno na superfície das células apresentadoras 

de antígeno (APCs, do ingl°s ñantigen presenting cellsò) via Complexo de 

Histocompatibilidade Principal (MHC, do ingl°s ñMajor Histocompability Complexò) de 

classe I, no caso dos linfócitos T citotóxicos, ou de classe II, para interação com linfócitos T 

auxiliares (CAVANAGH; FINDLAY, 2019). O complexo é estabilizado pela interação do 

CD4 ou CD8 com o MHC.  

Adicionalmente, são requeridos uma série de sinais secundários que 

determinam a força e duração da ativação (FREEMAN, 2000). No caso das células T CD4+, 

o primeiro desses sinais é provido pelo CD28, que interage com proteínas da família B7 

presentes nas superfícies das APCs, levando ao início da expansão clonal dos linfócitos 

(CAVANAGH; FINDLAY, 2019). Não obstante, a interação CD28-B7 leva a produção de 

CTLA-4 (ñCytotoxic T-lymphocyte-associated Antigen 4ò), um receptor de ponto de 

checagem (ñcheckpointò) imunológico que atua no controle da resposta e reduz o sinal de 

ativação. Em circunstâncias normais, os checkpoints do sistema imune, em um balanço entre 

sinais estimulatórios, co-estimulatórios e inibitórios responsáveis por controlar a ativação 

dos linfócitos T, são essenciais para a manutenção da autotolerância, de forma a prevenir 

respostas autoimunes e proteger o tecido contra danos enquanto o sistema imunológico está 

respondendo a uma infecção patogênica. Entretanto, a expressão de proteínas de checkpoint 

pode ser desregulada por tumores como mecanismo de evasão ao sistema imune 

(GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005; ZOU; CHEN, 2008). 
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Já células T CD8+ são menos dependentes de CD28, mas requerem outros 

sinais co-estimulatórios, como os fornecidos pelo CD70 e 4-1BB (CD137), ilustrados na 

Figura 2. A sinalização pelas citocinas também é essencial para determinar como será a 

resposta ao antígeno (CAVANAGH; FINDLAY, 2019). Uma vez ativadas, as células T 

iniciam a produção de citocinas, como interferon-ɔ (IFN-ɔ) e interleucina 4 (IL-4), que 

induzem um aumento na expressão de receptores co-inibitórios, como o PD-1 (ñProgrammed 

Death 1ò, também conhecido com CD279) e seus ligantes, de forma a criar um ciclo de 

retroalimentação que refreia as respostas imunológicas e limita o dano tecidual imuno-

relacionado, quando não sobrepujado por fortes sinais estimulatórios (FREEMAN, 2008). 

 

Figura 2 ï Principais interações envolvidas na ativação das células T 

 

Fonte: CAVANAGH; FINDLAY (2019). Adaptado pelo autor (2019). A célula dendrítica (CD) 

é um tipo de APC, e pode apresentar o antígeno peptídico via MHC de classe I ou II para 

linfócitos T citotóxicos ou auxiliares, que o reconhecem via complexo TCR-CD3; 

simultaneamente, CD4 ou CD8 interagem com regiões não polimórficas do MHC. Os sinais 

co-estimulatórios são fornecidos através dos receptores ligados a APC CD86, CD80, OX40L e 

4-1BBL, levando a ativação total das células T. 

  

  O receptor PD-1 e seus ligantes ï membros da família B7/CD28 (ISHIDA et 

al., 1992) - ganharam destaque para imunoterapia após a utilização de um anticorpo anti-PD-

1 na cura do tumor cerebral do ex-presidente dos Estados Unidos, Jimmy Carter (ROTTE; 

DôORAZI; BHANDARU, 2018). PD-1 é uma proteína transmembrana composta de um 

domínio extracelular (ectodomínio) da superfamília das imunoglobulinas (Ig), um domínio 
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transmembrana e um domínio intracelular que contém um motivo de inibição do 

imunorreceptor baseado em tirosina (ITIM, do ingl°s ñImmunoreceptor Tyrosine-based 

Inhibition Motifò) e um motivo de troca do imunorreceptor baseado em tirosina (ITSM, do 

ingl°s ñImmunoreceptor Tyrosine-based Switch Motifò) (KEIR et al., 2008). O tamanho total 

do receptor humano é de 268 resíduos de aminoácido, e seu gene está localizado no braço 

longo do cromossomo 2 ï o segundo maior cromossomo - indicando que a proteína pode 

interagir com muitos outros produtos gênicos e estar envolvida em várias doenças 

importantes, como inflamação, câncer e doenças autoimunes (SHINOHARA et al., 1994). 

  O principal papel do PD-1 é conter a atividade de células T em tecidos 

periféricos quando há uma resposta inflamatória à infecção e limitar a autoimunidade, dessa 

forma inibindo as células T durante uma exposição de longo prazo ao antígeno, como ocorre 

durante infecções virais crônicas e no câncer (BARBER et al., 2006). Para além das células 

T ativadas, esse receptor também pode ser encontrado na superfície de células B, monócitos, 

c®lulas NK (ñNatural Killersò) e muitos linf·citos infiltrantes de tumor (TILs, do ingl°s 

ñtumor-infiltrating lymphocytesò) (KEIR et al., 2008; DOLAN; GUPTA, 2014). 

Seus ligantes conhecidos são o PD-L1 (também chamado de B7-H1 ou 

CD274) e o PD-L2 (identicamente descrito como B7-DC ou CD273), que estão presentes na 

superfície de APCs, linfócitos, células endoteliais e fibroblastos. A interação da PD-1 com 

tais proteínas inibe cinases que estão envolvidas na ativação de células T em um processo 

que é mediado pela fosfatase SHP2 (FREEMAN et al., 2000; DU et al., 2018), como está 

ilustrado na Figura 3. Essa interação tem como consequências a inibição da proliferação de 

células T, redução de sua sobrevivência, e inibição da produção de IFN-ɔ, do fator de necrose 

tumoral-Ŭ (TNF-Ŭ) e da interleucina-2 (IL-2) (KEIR et al., 2008).  Estudos utilizando 

ressonância plasmônica de superfície e microcalorimetria para quantificar a afinidade da PD-

1 humana e de camundongo à PD-L1 e PD-L2 mostraram que esse efeito inibitório é mediado 

por interações fracas (CHENG et al., 2013). 
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Figura 3 ï Mecanismo molecular de ação da PD-1 

 

Fonte: FREEMAN (2008). Adaptado pelo autor (2019). A interação do ligante de PD-1 

(PD-L1), presente nas células apresentadoras de antígeno (APCs), com o PD-1 na superfície 

da célula T leva a fosforilação de tirosina do domínio citoplasmático do PD-1 e ao 

recrutamento de fosfatases SHP-2, resultando na desfosforilação de moléculas sinalizadoras 

proximais de TCR, incluindo ZAP-70, PKC e CD3, causando uma atenuação do sinal 

TCR/CD28. 

 

  O ectodomínio do PD-1 humano, cuja as estruturas determinadas 

experimentalmente podem ser observadas no Apêndice A, é responsável pela interação com 

os seus ligantes, sendo composto por 150 aminoácidos, com quatro sítios de glicosilação 

(N49, N58, N74, e N116) e uma ponte dissulfeto (C54-C123) (DU et al., 2018). Com o intuito 

de restaurar a resposta antitumoral endógena, anticorpos monoclonais que interajam com essa 

região do receptor podem ser utilizados para bloquear a sua interação com PD-L1 e PD-L2 

(PARDOLL, 2012). 

 

1.1.2 Anticorpos monoclonais 

 

  Anticorpos são imunoproteínas que estão presentes no soro, fluidos teciduais 

e, constitutivamente, na superfície das células B (ROQUE et al., 2007). Essas moléculas 

compartilham as mesmas características estruturais básicas, mas possuem uma variabilidade 

singular na região de ligação ao antígeno, que lhes permite acoplarem-se a um alvo 

correspondente, dessa forma atuando na detecção, localização, reconhecimento, interação, 

inativação e eliminação do antígeno (CARVALHO, 2013; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 
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2015). 

  Um anticorpo secretado possui uma estrutura simétrica composta por duas 

cadeias leves idênticas e duas cadeias pesadas idênticas, como observado na Figura 4. Ambas 

as cadeias possuem uma série de unidades homólogas chamadas de domínios Ig, compostas 

por aproximadamente 110 resíduos de aminoácidos que se dobram independentemente e são 

mantidos unidos por pontes dissulfeto (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).  

  

Figura 4 - Representação esquemática da estrutura de um anticorpo 

 

Fonte: ROY et al. (2017). A estrutura de um anticorpo é dividida em uma região 

constante (Fc) e dois fragmentos de ligação ao antígeno (Fab), conectados por uma 

região de dobradiça. No Fab, é possível encontrar uma região variável (Fv) que é 

composta por uma porção variável na cadeia leve (VL) e outra na cadeia pesada (VH), 

e é a responsável pela interação com o antígeno propriamente dita. As Regiões 

Determinantes de Complementaridade (CDRs) presentes em VH e VL são responsáveis 

por determinar a especificidade e afinidade de interação e são compostas por alças 

hipervariáveis (L1, L2, L3, H1, H2, H3). As regiões constantes da cadeia pesada estão 

identificadas como CH1, CH2 e CH3, enquanto a região constante da cadeia leve está 

nomeada como CL. 

 

  A estrutura da imunoglobulina é dividida em uma fração constante, também 

conhecida por Fc (fragmento, cristalizável), devido a sua propensão a auto associar e 

cristalizar em forma de treliça; e uma porção variável (Fv) de interação ao antígeno. A região 

Fc é a responsável pelo aumento da meia vida plasmática do anticorpo e por mediar as suas 

funções efetoras, como a citotoxicidade celular mediada por células (ADCC, do inglês 

ñAntibody-dependent cellular cytotoxicityò) e a citotoxicidade celular mediada pelo sistema 

complemento (CDC, do ingl°s ñComplement-dependent cytotoxicityò) (JAIN et al., 2007; 
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HOLLIGER; HUDSON, 2005). São alterações encontradas nessa região que levam a 

distinção dos anticorpos em cinco diferentes classes: IgA, IgD, IgE, IgM e IgG. Esta última 

está intimamente relacionada à imunidade neonatal, mas também age na opsonização e 

neutralização do antígeno e na ADCC e CDC. Também é a mais frequentemente utilizada 

para imunoterapia do câncer (WEINER et al., 2010; CARVALHO, 2013). 

  O fragmento de liga­«o ao ant²geno (Fab, do ingl°s ñFragment antigen-

bindingò) ® composto pelas regi»es vari§vel e constante da cadeia leve (VL-CL), pareadas a 

um fragmento VH-CH1. Dentro das regiões variáveis das cadeias leve (VL) e pesada (VH), 

existem três segmentos com maior diversidade em cada cadeia, conhecidos como regiões 

hipervariáveis (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Uma vez que essas sequências juntas 

formam uma superfície complementar a forma tridimensional do antígeno ligado, essas 

porções também são chamadas de regiões determinantes de complementaridade (CDRs, do 

inglês Complementarity-determining regions) (WEINER et. al, 2010; ABBAS; 

LICHTMAN; PILLAI, 2015). 

  Os anticorpos monoclonais (mAbs, do ingl°s ñmonoclonal antibodiesò) s«o 

derivados de um mesmo clone de linfócito B cuja clonagem e propagação se efetuam em 

linhas de células contínuas (Agência Nacional de Vigilância Sanitária, 2010), que são 

capazes de reconhecer e interagir com alvos específicos, desencadeando uma resposta 

imunobiológica (VIDAL; FIGUEIREDO; PEPE, 2018). Eles foram inicialmente produzidos 

em laboratório através da fusão de células B, obtidas a partir de camundongos imunizados 

com um antígeno conhecido, com uma linhagem celular imortalizada de mieloma 

(KOHLER; MILSTEIN, 1975). As células resultantes desse processo, chamadas de 

hibridomas, são selecionadas e apenas o clone que produz anticorpos com a especificidade 

desejada é expandido. A grande limitação da utilização desta técnica para uso clínico é que 

pacientes tratados com anticorpos murinos podem passar a produzir anticorpos contra a 

imunoglobulina de camundongo (HAMA, do ingl°s ñhuman anti-murine antibodiesò), 

levando a um bloqueio de função ou eliminação do mAb, e podendo causar um distúrbio 

conhecido como doença do soro (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015 ). 

  A tecnologia do ADN recombinante vem sendo utilizada para expandir a 

utilidade dos mAbs. Na produção de anticorpos quiméricos e humanizados, por exemplo, 

genes humanos são fusionados com genes de camundongos; no caso dos primeiros, mantém-

se toda a região Fab murina, enquanto, nos últimos, apenas as CDRs do camundongo são 

preservadas (GUIMARÃES; SILVA; RANGEL, 2008). Isso garante que essas moléculas 

possuam uma menor imunogenicidade, aumentando a chance de sucesso com a terapia. 



25 

 

Exemplos de anticorpos quiméricos e humanizados são, respectivamente, o rituximabe 

(PLOSKER; FIGGITT, 2003) e o trastuzumabe (HUDIS, 2007). Outra alternativa na 

produção de imunoglobulinas terapêuticas é a utilização de anticorpos totalmente humanos, 

como ocorre no caso do ipilimumabe (VAUGHAN; OSBOURN; TEMPEST, 1998; HODI 

et al., 2010). 

  Novos desenhos estruturais para mAbs vêm sendo desenvolvidos em busca 

de moléculas que possuam afinidade e estabilidade aumentadas, e que permitam a seleção 

contra alvos refratários. Exemplos de anticorpos engenheirados são aqueles que dispensam a 

fração Fc, a exemplo dos fragmentos únicos de cadeia variável (scFv, do ingl°s ñsingle chain 

Fragment variableò), representados na Figura 5. Tais compostos compreendem os domínios 

VH e VL do anticorpo, conectados por um polipeptídio ligante flexível (WEISSER; HALL, 

2009). Geralmente, retêm a afinidade específica, monovalente e de ligação ao antígeno da 

IgG progenitora, enquanto demonstram farmacocinética aprimorada para a penetração no 

tecido (HOLLIGER; HUDSON, 2005) e um tempo para depuração plasmática reduzido 

(AHMAD et al., 2012). 

 

Figura 5 - Representação esquemática de um scFv 

 

Fonte: VERNET (2009). À esquerda, é possível observar a representação 

esquemática da estrutura de um anticorpo IgG, com seus domínios discriminados: 

o Fab encontra-se sombreado em cinza, a região de dobradiça em preto e a região 

Fc em branco. Os átomos de enxofre estão assinalados pela letra S, e formam 

pontes dissulfeto sob condições oxidantes. À direita, encontra-se uma estrutura de 

scFv, que é composta pelas regiões variáveis das cadeias leve (VL) e pesada (VH), 

unidas por um peptídeo ligante em uma única cadeia. 

 

Dentre as vantagens da utilização desses fragmentos em relação à mAbs 

completos, pode ser citado o fato dos scFvs serem moléculas menores, que podem ser 

produzidas de forma mais econômica, além de serem facilmente modificadas através de 
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técnicas de manipulação genética (WEISSER; HALL, 2009), e produzidas em diversas 

plataformas, incluindo bactérias, leveduras e plantas (BIRD et al.,1988), além de poder ser 

utilizado numa gama de aplicações em que a função efetora mediada pela região constante 

não é desejável, como ocorre quando há a ativação inadequada das células que expressam o 

receptor Fc, que pode levar à liberação maciça de citocinas e a efeitos tóxicos associados 

(HOLLIGER; HUDSON, 2005). 

 

1.1.3  Anticorpos inibidores de checkpoint 

 

  Ao contrário de uma parte dos anticorpos utilizados na terapia do câncer, 

imunoglobulinas que bloqueiam checkpoints imunológicos não tem como alvo as células 

tumorais, mas sim os receptores de linfócitos ou os seus ligantes, a fim de melhorar a 

atividade antitumoral endógena (PARDOLL, 2012). O primeiro inibidor de checkpoint foi 

aprovado pelo Food and Drug Admnistration (FDA) - um órgão federal dos Estados Unidos 

análogo a ANVISA brasileira - em 2011, e em 2013 já haviam os primeiros relatos do uso 

dessas moléculas como agentes anticancerígenos (LI et al., 2016). 

Desde então, diversos estudos clínicos e pré-clínicos têm sido conduzidos com 

o objetivo de avaliar os efeitos desses antagonistas de sinais inibitórios que resultam na 

amplificação de respostas de células T específicas para antígenos em diversos tipos de 

neoplasia.  Exemplos de moléculas-alvo para o desenvolvimento desses medicamentos são 

os receptores inibitórios PD-1 e CTLA-4, o ligante PD-L1, os receptores LAG3 e TIM3, e os 

ligantes inibitórios B7-H3 e B7-H4 (PARDOLL, 2012; QIN et al., 2019). 

  Testes pré-clínicos demonstraram uma redução do crescimento do tumor e um 

aumento da sobrevivência associados ao bloqueio das vias dos receptores PD-1 e CTLA-4 - 

este que é responsável por uma sinalização negativa nas primeiras fases da ativação das 

células T nos órgãos linfáticos secundários - demonstrando a eficácia da inibição de 

checkpoints no tratamento do câncer (LEACH; KRUMMEL; ALLISON, 1996; HIRANO et 

al., 2005). A Figura 6 ilustra como a inibição dessas duas proteínas atua na restauração da 

resposta ao tumor. 
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Figura 6 ï Vias de bloqueio do CTLA-4 e PD-1 

 

Fonte: SU; FISHER (2016). Adaptado pelo autor (2019). A inibição imunológica central, que 

acontece nos linfonodos, ocorre como resultado da interação do CTLA-4 com os ligantes co-

estimulatórios B7 nas APCs, impedindo a sinalização via CD28; o bloqueio de CTLA-4 por 

anticorpos anti-CTLA-4 permite a ativação e proliferação de clones de células T, e reduz a 

imunossupressão mediada por células T reguladoras (Treg). A inibição imunológica 

periférica, por sua vez, ocorre nos tecidos periféricos quando um ligante de PD-1 (PD-L1) 

presente na célula tumoral interage com o receptor PD-1 presente nas células T; o bloqueio 

desta via por anticorpos anti-PD-1 ou anti-PD-L1 restaura a atividade das células T 

antitumorais que se tornaram quiescentes. Essas vias não se sobrepõem, e o bloqueio de ambas 

pode ter efeito cumulativo. 

  

 Estudos clínicos demonstraram uma resposta durável obtida a partir da 

utilização de anticorpos anti-PD-1, com uma das maiores taxas de atividade antitumoral 

dentre muitas abordagens de imunoterapia utilizadas no tratamento do câncer, inclusive tendo 

atividade em tumores que são notoriamente resistentes a imunoterapia, como é o caso do 

câncer de pulmão (BRAHMER et al., 2012; TOPALIAN et al., 2012). Exemplos de fármacos 

anti-PD-1 que estão passando por estudos clínicos aprovados pelo FDA estão listados no 

Apêndice C. 

 

1.1.4 Vias de sinalização Notch 

 

  O gene Notch codifica para um receptor com um domínio transmembrana, 

que é sintetizado como precursor proteico único, e é ativado por clivagem proteolítica durante 
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o transporte até a superfície celular, por conseguinte existindo sob a forma de receptor 

heterodimérico (LOGEAT et al., 1998; BLAUMUELLER et al., 1997). Em Drosophila, 

aonde os efeitos do Notch foram inicialmente identificados, existe apenas uma proteína 

Notch e dois ligantes, Delta (D1) e Serrate (Ser). Já em mamíferos, são quatro receptores 

(Notch 1-4) e cinco ligantes, chamados de Delta-like-1, -3 e -4 (DLL1, DLL3 e DLL4) e 

Jagged 1 e 2 (JAG1 e JAG2), que são similares a Ser (RADTKE; RAJ, 2003). Todas essas 

proteínas são polipeptídios transmembranares de passagem simples, apresentando múltiplas 

repetições do tipo fator de crescimento epid®rmico (EGF, do ingl°s ñEpidermal Growth 

Factorò) na regi«o extracelular (RAMPAL et al., 2005). Notch1, por exemplo, possui um 

domínio extracelular com 36 repetições do tipo EGF (PUROW et al., 2005) 

  A sinalização via Notch inicia-se pela interação receptor-ligante entre duas 

células vizinhas, o que leva a duas sucessivas clivagens proteolíticas que liberam a porção 

citoplasmática da proteína (Notch-IC) da membrana, a qual é transportada ao núcleo (Figura 

7) (JUNG et al., 2011). A interação de Notch-IC com membros da família de fatores de 

transcrição CSL converte-o em um complexo de ativação transcricional que está envolvido 

com a transcrição dos genes-alvo de Notch (TAKEBE; NGUYEN; YANG, 2014). Alguns 

desses são responsáveis por codificar: a fam²lia de prote²nas HES (do ingl°s ñHairy Enhancer 

of Splitò) e relacionadas a HES, como a HEY, e a prote²na de repeti­«o de anquirina regulada 

por Notch (KAO et al., 1998); p21 (RANGARAJAN et al., 2001); ciclinas D1 e D3 

(RONCHINI; CAPOBIANCO, 2001; SICINSKA et al., 2003); c-myc (WENG et al., 2006); 

e HER2 (CHEN et al, 1997). 

Um processo similar de liberação dos domínios intracelulares dos ligantes 

Delta-like e Jagged ocorre na célula adjacente para fins de sinalização, embora as vias 

envolvidas nestes casos ainda não estejam bem caracterizadas (PUROW et al., 2005). A 

sinalização por Notch pode influenciar positivamente ou negativamente diversos eventos 

celulares, dentre eles: a manutenção das células tronco; especificação do destino celular; 

diferenciação, proliferação e apoptose (ARTAVANIS-TSAKONAS; RAND; LAKE, 1999; 

OSBORNE; MIELE, 1999). 

 

 

 

 

 

 



29 

 

Figura 7 - Representação da via canônica de sinalização por Notch 

 

Fonte: elaborado pelo autor. ADAM - ñA Disintegrin And Metaloproteinaseò; TACE - Enzima 

conversora de TNF-Ŭ; HAT - Histona Acetiltransferase; MAML1 - ñMastermind-like 1ò; SKIP - ñSki-

interacting Proteinò. Na via can¹nica de sinaliza­«o Notch, a intera­«o de c®lulas adjacentes pelos 

ligantes de Notch (DLL1, DLL3, DLL4, JAG1, JAG2) com os receptores Notch (1-4) promove 

clivagens sucessivas no receptor, primeiro pelas enzimas ADAM/TACE, chamada clivagem S2 (1), e 

segundo pelo complexo ɔ-secretase, denominada clivagem S3 (2), causando a liberação de Notch-IC 

(3). Após ser transportado ao núcleo da célula, Notch-IC interage com reguladores transcricionais (4), 

ativando a transcrição de seus genes-alvo, que regulam diversos eventos relacionados a definição do 

destino celular. Os inibidores terapêuticos potenciais dos alvos envolvidos na sinalização de Notch 

incluem inibidores de ɔ-secretase (GSI) e mAbs que interajam com Notch ou seus ligantes. 

 

  Dependendo do contexto celular, a via de sinalização Notch pode ser 

potencialmente oncogênica, ou contribuir para supressão tumoral, como foi observado no 

câncer de pele em ratos (NICOLAS et al., 2003). No estudo de Nicolas e colaboradores 

(2003), a repressão de Notch1 foi associada com a ativação aberrante de vias de sinalização 

associadas a diversos tipos de câncer, como é o caso das vias Ssh (Sonic-hedgehog) e Wnt. 

A sua ativação, por outro lado, aumenta a expressão de WAF1, o que causa uma parada no 

ciclo celular nas células basais do epitélio, que permite o início da diferenciação celular 

terminal. A atividade de Notch como supressor de tumor também passa por outras rotas 

metabólicas, com o intuito de garantir a diferenciação celular (NICOLAS et al., 2003).   

   Em contraste, o gene Notch pode funcionar como oncogene, onde a expressão 

aberrante do domínio citoplasmático predominantemente ativo nos receptores Notch em 

células hematopoiéticas - que ocorre devido a translocação cromossomal ou a integração viral 

- pode causar leucemias de células T em ratos e humanos, uma vez que, quando associado a 



30 

 

outras oncoproteínas, esse receptor defeituoso pode contribuir para sobreposição do ponto de 

checagem do ciclo celular entre as fases G1 e S (RADTKE; RAJ, 2003). O envolvimento de 

Notch também foi observado em casos de leucemia linfoblástica aguda e linfoma de células 

T, nos quais a translocação cromossomal t(7;9) produz um Notch1 truncado com grande parte 

da subunidade extracelular ausente (ELLISEN et al., 1991).  

  É importante observar que na maioria dos tumores sólidos humanos, como 

câncer de mama, de ovário ou de pulmão, mutações em Notch são pouco frequentes: as taxas 

de mutação para Notch1 são inferiores a 5% e menores ainda para os demais receptores e 

ligantes (EGLOFF; GRANDIS, 2012). Não obstante, a expressão desregulada de receptores 

Notch do tipo selvagem e de seus ligantes foi encontrada em um número crescente de tumores 

e está relacionada a piores prognósticos (TAKEBE; NGUYEN; YANG, 2014). Outras 

oncoproteínas podem estar relacionadas a essa desregulação. Ras oncogênico pode aumentar 

os níveis e a atividade da subunidade intracelular de Notch1 do tipo selvagem e aumentar a 

expressão de DLL1 e presenilina-1 (WEIJZEN et al., 2002). O fenótipo oncogênico 

transformado por Ras é mantido pela sinalização de Notch1 ativada, e, para reverter tal 

cenário, pode ser necessário co-inibir ambas as vias.  

  Também há evidências de que a sinalização por Notch está envolvida na 

angiogênese da região tumoral (NOGUERA-TROISE et al., 2006; RIDGWAY et al., 2006). 

Baseado nos mecanismos supracitados, há um crescente interesse no desenvolvimento de 

fármacos que têm como alvo a via Notch (TAKEBE; NGUYEN; YANG, 2014), sejam esses 

pequenas moléculas inibitórias - primariamente os inibidores de ɔ-secretase (GSIs, do inglês 

ñgamma-secretase inhibitorsò) - ou anticorpos monoclonais que tenham como alvos os 

receptores ou ligantes de Notch, como os que estão listados no Apêndice D. 

 

1.1.5 Delta-like ligand 1 

 

  DLL1 é uma proteína transmembranar cujo ectodomínio ï responsável pela 

interação com o receptor Notch - possui 545 resíduos de aminoácidos e é caracterizado pela 

presença de oito regiões distintas (KERSHAW et al., 2015), como pode ser observado na 

Figura 8. A primeira destas, situada na porção N-terminal, compreende o domínio C2, que é 

um domínio de reconhecimento de membrana globular encontrado apenas em eucariotos, 

composto por duas folhas-ɓ de quatro fitas organizadas de forma compactada, e conectadas 

por alças de superfície altamente variáveis (ZHANG; ARAVIND, 2010). Os ligantes JAG 
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também possuem um domínio C2, com a distinção de que, nestas proteínas, há um sítio de 

interação a cálcio que não é encontrado no DLL1 (KERSHAW et al., 2015).   

  A segunda região consiste de uma fração de sequência altamente conservada 

e bem caracterizada no que ® chamado dom²nio DSL (ñDelta-Serrate-Lagò) (KERSHAW et  

al., 2015). Os resíduos de aminoácidos presentes nesta região das proteínas JAG 

demonstraram ser essenciais para a ligação e ativação do receptor, e achados sugerem que 

esta também é uma seção chave para o reconhecimento ligante-receptor em DLL1. As 

últimas seis regiões consistem em repetições de domínios tipo EGF (KERSHAW et al., 

2015). 

 

Figura 8 - Domínios estruturais do DLL1 

 

Fonte: KERSHAW et al. (2015). A estrutura do ectodomínio do DLL1 é subdivida em 

um domínio C2, um domínio DSL e seis regiões de repetição de domínio tipo EGF que 

conectam à região transmembranar da proteína. 

 

Apesar da ativação de DLL1 e JAG1 ocorrer de forma similar a Notch1, onde 

há a liberação do domínio citoplasmático (LAVOIE; SELKOE, 2003), essas proteínas 

aparentam participar de vias de sinalização distintas. Em um estudo de Purow e 

colaboradores (2005), demonstrou-se que o bloqueio de DLL1 não apenas inibiu a 

proliferação celular de glioma, mas também induziu a apoptose das células tumorais, 

enquanto a inibição de JAG-1 levou a uma desaceleração geral do crescimento do glioma, 

mas induziu a apoptose em apenas uma das linhagens celulares de glioma testadas, 

demonstrando que DLL1 é um potencial alvo terapêutico para o tratamento do câncer 

(PUROW et al., 2005), fazendo uso, por exemplo, do pidilizumabe. 

 

1.1.6 Pidilizumabe 
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  Pidilizumabe (CT-011; MDV9300) é um anticorpo humanizado do tipo 

IgG1k (ATKINS et al., 2014) que foi inicialmente obtido através da imunização de 

camundongos BALB/c com membranas de uma linhagem de células linfoblastóides B Daudi 

humanas (HARDY et al., 1994), na qual a seleção do anticorpo não foi feita com base na 

especificidade por dado antígeno, mas sim na capacidade de estimular a proliferação de 

linfócitos. A sua atividade antitumoral foi testada em três modelos: melanoma B16, 

carcinoma pulmonar de Lewis 3LL e fibrossarcomas induzidos por 3-metilcolantreno. Os 

resultados apontaram para atividade imunoestimulatória e citotóxica contra todas as 

linhagens de tumor, levando a diminuição ou total eliminação dos mesmos em ensaios in 

vitro (HARDY et al., 1994). 

Posteriormente, iniciaram-se ensaios pré-clínicos e clínicos, que, então, 

sugeriam que tal anticorpo interagia com PD-1. Uma lista de todos estes pode ser encontrada 

no Apêndice E. Em um dos primeiro ensaios clínicos fase I conduzidos para avaliar o mAb, 

dezessete pacientes com malignidades hematológicas diversas - incluindo quatro com 

linfoma não-Hodgkin (LNH), um com linfoma de Hodgkin (LH), um com mieloma e três 

com leucemia linfocítica crônica (LLC) ï foram tratados (BERGER et al., 2008). Nenhuma 

toxicidade limitante de dose foi alcançada no estudo e a sobrevivência ao longo dos 21 dias 

de avaliação foi de 76%. A continuação do acompanhamento dos pacientes permitiu observar 

que um destes, com linfoma folicular de células B, apresentou resposta completa (RC), com 

a eliminação total das massas tumorais observada por tomografia computadorizada após 10 

meses do tratamento. Outros três pacientes ï um com LH e dois com LLC ï obtiveram 

respostas parciais (RP) e conseguiram estabilizar a doença (BERGER et al., 2008) 

  Westin e colaboradores (2014) demonstraram, em um estudo clínico fase II 

que incluiu 32 pacientes com linfoma folicular recidivante, que o pidilizumabe é um fármaco 

promissor para utilização em terapias combinadas, em que um medicamento direcionado 

especificamente ao sistema imunológico pode ser administrado juntamente à fármacos 

específicos às células patológicas, como o mAb anti-CD20 rituximabe, a fim de melhorar a 

resposta. No estudo, dos 66% dos pacientes que obtiveram respostas objetivas ao tratamento, 

15 (52%) alcançaram RCs e quatro (14%) RPs (WESTIN et al., 2014), indicando uma boa 

eficácia e tolerabilidade da terapia combinada com rituximabe. 

  Apesar dos resultados promissores em diversos ensaios clínicos contra 

malignidades hematológicas avançadas (BERGER et al., 2008; BRYAN; GORDON, 2014; 

EYRE; COLLINS, 2015), melanoma metastático (ATKINS et al., 2014), carcinoma de 

células renais (PAL et al., 2014), glioma pontino intrínseco difuso (FRIED et al., 2018), e 
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após transplantes autólogos de células-tronco hematopoiéticas realizados em casos de 

linfoma difuso de grandes células B (ARMAND et al., 2013) e de mieloma múltiplo 

(ROSENBLATT et al., 2015), em 2016 os ensaios clínicos com pidilizumabe foram 

temporariamente interrompidos. 

 Durante o processo de aprovação do medicamento pelo FDA, verificou-se 

que não era claro o alvo de interação do pidilizumabe.  Posteriormente, elucidou-se que, 

apesar de seus ensaios clínicos iniciais demonstrarem eficácia e tolerabilidade compatíveis 

com um perfil típico de anticorpo anti-PD-1, o seu alvo molecular genuíno é a proteína DLL1, 

e os estudos clínicos foram, então, continuados (STENNER; RENNER, 2018). Não obstante, 

uma pesquisa bibliográfica aprofundada revelou que não existem, até o momento, quaisquer 

estudos estruturais que revelem o caráter da interação de tal anticorpo com qualquer um dos 

possíveis ligantes, nem que elucidem se tais interações de fato ocorrem a nível molecular. 

 

1.1.7  Abordagem do problema 

 

Apesar da ausência de dados sobre as interações envolvendo o pidiluzumabe, 

esse anticorpo tem apresentado boa eficácia e tolerabilidade em diversos estudos clínicos 

(EFEBERA et al., 2015; ROSENBLATT et al., 2015). Tal fato se torna relevante dentro de 

um contexto mundial que aponta que a terapêutica direcionada vem sendo um grande foco 

nos âmbitos da pesquisa e desenvolvimento para o mercado farmacêutico. Neste sentido, os 

anticorpos monoclonais ï que fazem parte dos principais grupos de produtos biológicos 

(Agência Nacional de Vigilância Sanitária, 2010) ï tem ganhado grande foco, sendo a classe 

mais vendida dentro deste grupo e movimentando 98 milhões de dólares em vendas 

mundialmente em 2016 (GRILO; MANTALARIS, 2019). 

Doenças oncológicas têm sido um dos principais alvos no desenvolvimento 

de mAbs, cuja produção ainda é feita, majoritariamente, nos Estados Unidos (GRILO; 

MANTALARIS, 2019), como pode ser comprovado pelos registros de testes clínicos 

apontados nos Apêndices C e D.  Os elevados valores que têm sido associados a essas 

inovações estão intrinsicamente relacionados ao alto investimento requerido para as etapas 

de pesquisa e desenvolvimento, que podem chegar ao patamar de 2,6 bilhões de dólares 

(MULLARD, 2014), colocando em risco a sustentabilidade do acesso ao tratamento 

oncológico inclusive em países desenvolvidos (VIDAL; FIGUEIREDO; PEPE, 2018).  

No Brasil, os medicamentos biológicos são responsáveis por um percentual 

elevado das compras do Ministério da Saúde devido não apenas à adoção crescente desses 
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produtos como opção terapêutica de primeira linha, mas também ao alto valor agregado dessa 

classe de medicamentos. Enquanto em 2010 os gastos com imunobiológicos foram de 

aproximadamente 1,7 bilhão de reais, em 2016 tal valor superou 2,8 bilhões de reais, 

representando um crescimento de 64,7% em seis anos, fato fortemente relacionado à 

dependência da importação de biofarmacêuticos (MOTA; CASSIOLATO; GADELHA, 

2014; VIEIRA, 2018).  

Dos mAbs utilizados na terapia do câncer, quase 60% são registrados por 

apenas por duas empresas estrangeiras (VIDAL; FIGUEIREDO; PEPE, 2018), em uma 

hegemonia que contribui para a prática de altos preços. Em contrapartida, com a intenção de 

atenuar essa grande disparidade, o governo federal tem promovido diversas ações para 

incentivar o mercado nacional, dentre estas a promulgação do decreto nº 7.713 de 3 de abril 

de 2012 (PRESIDÊNCIA DA REPÚBLICA, 2012), que estabelece margem de preferência 

de 25% nas compras do Ministério da Saúde para biomedicamentos fabricados no país, 

favorecendo a indústria local nos processos de licitação (MOTA; CASSIOLATO; 

GADELHA, 2014).  

Ainda assim, estima-se que, no Brasil, o custo por regime de uso de um mAb 

antineoplásico seja 180% superior ao custo médio relativo com a utilização da quimioterapia 

endovenosa isoladamente, podendo chegar a um total de 907 mil reais (HYEDA; COSTA, 

2015). Tudo isso evidencia a importância da produção e desenvolvimento de biofármacos e 

biossimilares nacionais, para o fortalecimento da indústria interna, barateamento e maior 

acessibilidade dos produtos (SALERNO; MATSUMOTO; FERRAZ, 2018). A produção de 

um biossuperior, através da otimização de um anticorpo com promissores resultados clínicos, 

é, portanto, associada a um grande apelo econômico.  

Tal otimização pode ser alcançada pelo uso de técnicas engenharia de 

proteínas, a fim de aperfeiçoar características biofísica e bioquímicas de anticorpos 

(ARSLAN; KARADAG; KALYONCU, 2019). Metodologias in vitro e in vivo baseadas em 

evolução dirigida requerem a amostragem de inúmeros anticorpos ineficazes a caminho da 

identificação de um candidato possível (PAROLA; NEUMEIER; REDDY, 2018). Nesse 

contexto, o desenho racional de anticorpos com o uso de ferramentas computacionais tem 

ganhado destaque, propondo proteínas com características de interesse melhoradas - como 

afinidade e especificidade de ligação, estabilidade, solubilidade e agregabilidade - para 

investigação experimental (SORMANNI et al, 2017). 

  A predição da estrutura tridimensional (3D) de proteínas, por exemplo, possui 

aplicações práticas de grande impacto nos setores farmacêutico e biotecnológico, uma vez 
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que a função de uma proteína está intimamente ligada à sua estrutura (VERLI, 2014). Nas 

imunoglobulinas conhecidas, as regiões situadas entre as CDRs, conhecidas como regiões 

framework, são altamente conservadas tanto em relação a sequência quanto em relação ao 

enovelamento da cadeia principal (TRAMONTANO, 2006). Isso permite que essas 

moléculas sejam preditas com acurácia usando métodos empíricos, como a modelagem por 

homologia, também conhecida por modelagem comparativa (SALI; BLUNDELL, 1993), que 

se baseia no fato de que pequenas alterações na sequência das proteínas geralmente resultam 

em pequenas alterações em sua estrutura 3D (CHOTHIA; LESK, 1986). Por isso, é possível 

utilizar estruturas de proteínas determinadas experimentalmente como referências para 

predizer a estrutura de outros polipeptídios com sequência de aminoácidos similar. 

Não obstante, tendo em vista a compreensão de grande parte dos processos 

celulares e o planejamento racional de fármacos, é de suma importância o entendimento de 

como ocorrem as interações entre macromoléculas (VERLI, 2014). A identificação dos 

mecanismos de interação frequentemente requer um detalhamento estrutural a níveis 

atômicos, idealmente obtido por cristalografia de raios X. No entanto, a observação 

experimental dos mesmos pode apresentar diversos desafios devido às limitações dos 

métodos e a fatores como a flexibilidade das proteínas, tamanho e a força das interações 

(KOZAKOV et al., 2017; VAN ZUNDERT et al., 2016). A técnica de docking 

computacional proteína-proteína tem como objetivo prever os modos de ligação de um 

complexo a partir das estruturas iniciais de seus componentes (RODRIGUES; BONVIN, 

2014), que podem ter sido determinadas experimentalmente ou mesmo preditas por 

modelagem molecular (RODRIGUES et al., 2013), dessa forma auxiliando no estudo das 

interações e identificando sítios ativos nos polipeptídios (MUKESH; RAKESH, 2011). 

  A compreensão do comportamento dinâmico das biomoléculas é outra etapa 

que merece destaque, uma vez que tais movimentações, que podem variar desde pequenas 

flutuações ao redor de um estado de equilíbrio até alterações conformacionais de grandes 

proporções desencadeadas por uma interação, estão intimamente ligadas as suas funções 

(CHILDERS; DAGGET, 2017).  Para este fim, simulações de dinâmica molecular (DM) ï 

definida pela União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC, do inglês 

ñInternational Union of Pure and Applied Chemistryò) como a computa­«o do movimento 

dos átomos individualizados ou em uma molécula, ou de moléculas em sólidos, líquidos ou 

gases, seguindo as leis de movimento de Newton ï têm sido utilizadas (VERLI, 2014; 

SANTôANNA, 2002). 
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  As aproximações baseadas na mecânica clássica partem de modelos 

preparados através de dados cristalográficos ou modelados computacionalmente. As forças 

que agem sobre o sistema são estimadas através de cálculos matemáticos que levam em 

consideração as interações entre átomos ligados e não-ligados (CORNELL et al., 1995). As 

ligações químicas e os ângulos entre os átomos são modelados utilizando molas virtuais 

simples, as forças não-ligadas derivadas das interações de van der Waals são obtidas 

utilizando o potencial de Lennard-Jones (LENNARD-JONES, 1924), e as interações 

eletrostáticas são modeladas usando a lei de Coulomb (DURRANT; MCCAMMON, 2011).  

O conjunto de todos esses termos de energia parametrizados de forma a tentar 

reproduzir o comportamento real dos movimentos são chamados de campos de força. A DM 

possui diversas aplicações sobre o desenho de fármacos e pode ser utilizada para ranquear e 

avaliar modelos, obter informações gerais sobre a dinâmica da proteína e explicar a relação 

entre essa dinâmica e os mecanismos moleculares por trás da estabilização do polipeptídio 

(CHILDERS; DAGGET, 2017).  

Outro grande desafio no refinamento de propriedades de interesse em 

imunoglobulinas através de ferramentas de engenharia de anticorpos consiste na 

identificação de alterações nos resíduos de aminoácidos presentes nos sítios de interação 

proteína-proteína (IPP) favoráveis a formação do complexo. Isso se deve às grandes áreas de 

superfície envolvidas, à flexibilidade conformacional e às interações dinâmicas dos solventes 

e proteínas da região (SCHYMKOWITZ et al., 2005; MORIN; MEILER; MIZOUE, 2011).  

Para propor tais alterações, é indispensável a identificação prévia de hot-spots, 

definidos como aqueles resíduos da interface de interação que possuem uma contribuição 

energética maior para formação do complexo do que os demais, e, por isso, são considerados 

essenciais ao seu estabelecimento (BOGAN; THORN, 1998). Esse seleto conjunto compõe 

aproximadamente 9,5% dos resíduos da interface, e a mutação de um desses aminoácidos 

pode impactar significativamente a formação do complexo, seja, dentre outros fatores, pela 

redução da área hidrofóbica, ou mesmo pela perda de interações eletrostáticas (CLACKSON; 

WELLS, 1995). Por outro lado, a conservação estrutural e funcional desses resíduos 

(KESKIN; MA; NUSSINOV, 2005) pode ajudar a melhor compreender os mecanismos que 

cercam o reconhecimento molecular e fornecer informações essenciais ao desenho racional 

de fármacos (SHARMA; RAMSEY; BAIR, 2002).  

  Apesar dos avanços no campo da biologia molecular e o desenvolvimento de 

diferentes técnicas, como a espectroscopia de interferência reflectométrica (PIEHLER; 

SCHREIBER, 2001) e o ñshotgun scanningò (VAJDOS et al., 2002), ainda é desafiador 
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realizar, através de metodologias in vitro, a identificação de hot-spots em análises de alta 

eficiência sobre interfaces de IPPs. Nesse contexto, as análises teóricas e computacionais 

ganham grande importância (POTAPOV; COHEN; SCHREIBER, 2009). Exemplos de 

métodos in silico são aqueles baseados em energia, que podem fazer uso de simulações de 

DM para cálculos a níveis atômicos (MORROW; ZHANG, 2012), ou mesmo do Alanine 

Scanning computacional, no qual uma função numérica de energia é usada para avaliar as 

mudanças na energia de ligação entre a proteína original e a mutada por alanina em seus 

estados monoméricos e em complexo (TUNCBAG; GURSOY; KESKIN, 2009); métodos 

baseados em estrutura, que se utilizam do reconhecimento de ligações de hidrogênio, de 

interações hidrofóbicas e de van der Waals (GAO; WANG; LAI, 2004); baseados no docking 

molecular de pequenas moléculas orgânicas (BRENKE et al., 2009); baseados em 

aprendizado de máquina (MORROW; ZHANG, 2012); ou mesmo técnicas que combinam 

mais de um dos métodos supracitados (GUHAROY; CHAKRABARTI, 2009). 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo geral 

 

  Indicar alterações nas estruturas primárias dos fragmentos de anticorpos scFv, 

produzidos a partir do anticorpo monoclonal pidilizumabe, que otimizam as interações com 

seus alvos moleculares. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

ǒ Modelar computacionalmente fragmentos de anticorpos scFv a partir da sequência do 

fármaco pidilizumabe; 

ǒ Validar um método para o docking molecular de anticorpos monoclonais; 

ǒ Testar a associação dos scFvs modelados a partir do pidilizumabe aos seus possíveis 

ligantes proteicos, as proteínas DLL1 e PD-1; 

ǒ Identificar e caracterizar os resíduos hot-spots da interação; 

ǒ Propor mutações na sequência dos scFvs, de forma a gerar uma sequência otimizada 

para o fragmento de anticorpo; 

ǒ Verificar a estabilidade do scFv otimizado em complexo à DLL1.  
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3 METODOLOGIA  

 

A Figura 9 sintetiza, de forma cronológica e simplificada, as metodologias 

computacionais utilizadas ao decorrer deste trabalho. O detalhamento de todas as etapas, 

desde a modelagem dos scFvs até a obtenção de sequências otimizadas para os mesmos, 

consta nos tópicos posteriores. 

 

Figura 9 ï Súmula da metodologia computacional aplicada.  

Fonte: elaborado pelo autor. O diagrama sumariza a metodologia empregada na determinação da estrutura 

trimensional dos scFvs, obtenção dos complexos anticorpo-antígeno, validação dos complexos, determinação 

de hot-spots e proposição de mutações. 

 

3.1 Modelagem computacional dos scFvs 

 

Inicialmente, a sequência do anticorpo ï obtida através da base de dados 

Thomson Reuters Integrity pelo número de acesso 395401 - foi comparada, através do 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI (National Center for Biotechnology 
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Information), com estruturas primárias de proteínas cujas estruturas tridimensionais já foram 

elucidadas e depositadas no RCSB Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000). Essa 

ferramenta de alinhamento local utiliza um algoritmo capaz de detectar, de forma rápida e 

robusta, similaridades fracas entre sequências que sejam biologicamente significativas 

(ALTSCHUL et al., 1990).  

A partir do resultado do BLAST, foram selecionadas três estruturas moldes 

tanto para VH quanto para VL, cuja a sequência de aminoácidos apresentou maior identidade, 

representando uma maior similaridade percentual. Para realização da modelagem por 

homologia, é necessário que sejam obtidas sequências que tenham no mínimo de 25% a 30% 

de similaridade àquela que se deseja modelar (VERLI, 2014).  

Além da identidade, também foram levados em consideração na escolha dos 

moldes a função biológica das proteínas encontradas, a resolução da estrutura cristalográfica, 

os valores de cobertura e o valor e, que representa o número distinto de alinhamentos, com 

uma pontuação igual ou melhor, que são esperados de ocorrerem na busca por sequências 

similares simplesmente por razões aleatórias (VERLI, 2014). Optou-se pela utilização do 

programa Clustal Omega (SIEVERS; HIGGINS, 2014) para realizar o alinhamento das 

sequências de VH e VL com as sequências moldes obtidas através busca com o BLAST, uma 

vez que os arquivos de saída gerados por esse podem ser estruturados em diversos formatos, 

facilitando a sua utilização no software de modelagem.  

O programa Modeller versão 9.23 (WEBB; SALI, 2016) foi utilizado para 

produção de modelos de homologia pela satisfação de restrições espaciais. Tais restrições 

podem ser obtidas, por exemplo, a partir dos comprimentos de ligação e valores de ângulos 

diedros das estruturas-molde. Tendo como base o alinhamento das sequência que deve ser 

modelada com as dos moldes, e de posse das coordenadas atômicas destes, o algoritmo de 

modelagem combina as restrições espaciais e os termos de energia em uma função objetiva, 

que perpassa métodos de otimização visando a minimização das violações das restrições 

espaciais (SALI; BLUNDELL, 1993). 

Foram produzidos 250 modelos para cada cadeia. A função objetiva do 

Modeller (MOF, do ingl°s ñModeller Objective Functionò), o escore DOPE (Discrete 

Optimized Protein Energy) - um potencial estatístico otimizado para avaliação dos modelos 

(SHEN; SALI, 2006) - e o GA341 - que usa uma porcentagem da identidade entre o molde e 

a sequência que se deseja modelar como parâmetro (JOHN; SALI, 2003) - foram utilizados 

como parâmetros para seleção das estruturas mais adequadas. 

Os arquivos de texto para os modelos de  VH e VL escolhidos foram unidos 
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em um único, e a ferramenta loopmodel do Modeller (FISER et al., 2000) foi utilizada na 

adição dos peptídeos ligantes, constituídos de resíduos de serina e glicina, entre as cadeias, a 

fim de completar a estrutura do fragmento de anticorpo (PIERCE, 2016). Foram selecionados 

peptídeos ligantes de três tamanhos distintos: um com dez resíduos de aminoácidos, com 

sequência (GGGGS)2; um segundo com doze resíduos, com sequência [GS(GGGGS)2]; e um 

último com quinze, constituído por (GGGGS)3. Para cada, o Modeller gerou um total de 200 

modelos, dos quais os melhores foram escolhidos através da avaliação dos parâmetros 

supracitados. Os scFvs selecionado com peptídeos ligantes de dez, doze e quinze resíduos de 

aminoácidos foram nomeados P10, P12 e P15, de forma a facilitar sua identificação. As suas 

respectivas CDRs foram identificadas com base na sequência através da numeração de Kabat 

(KABAT et al., 1992). 

O programa ReFOLD (SHUID; KEMPSTER; MCGUFFIN, 2017) foi 

utilizado no refinamento dos modelos. Este servidor identifica e corrige erros prováveis em 

modelos 3D de proteínas fornecidos pelo usuário através de sucessivas rodadas de 

refinamento iterativo rápido com 3Drefine (BHATTACHARYA et al., 2016) e simulações 

de dinâmica molecular com NAMD (PHILLIPS et al., 2005), combinado com a versão mais 

recente do método de estimativa de qualidade de modelo líder, ModFOLD (MAGHRABI; 

MCGUFFIN, 2017). 

Após a construção dos modelos, foi necessário identificar possíveis erros 

relacionados aos métodos empregados, à escolha das referências e ao alinhamento com a 

sequência-molde (VERLI, 2014). Os servidores Procheck (LASKOWSKI et al., 1993; 

LASKOWSKI; MACARTHUR; THORNTON, 2006) e Molprobity (CHEN et al., 2010) 

foram utilizados na realização de uma análise estereoquímica, a fim de detectar regiões de 

tensão angular e torcional, impedimentos estéricos e a presença de outliers, identificados 

através da análise do gráfico de Ramachandran. O programa Verify3D (EISENBERG; 

LÜTHY; BOWIE, 1997) foi utilizado para determinar a compatibilidade dos modelos com 

suas respectivas sequências de aminoácidos e o servidor ProSA-web (WIEDERSTEIN; 

SIPPL, 2007) para avaliar a qualidade geral dos modelos. 

 

3.2 Obtenção da estrutura tridimensional de DLL1 e PD-1 

 

No Protein Data Bank, são encontradas estruturas cristalográficas para as 

regiões extracelulares tanto do PD-1, quanto do DLL1, como observado, respectivamente, 

nos Apêndices A e B. A priori, optou-se por utilizar a primeira conformação da estrutura 
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2M2D para PD-1, resolvida utilizando ressonância magnética nuclear (RMN) (CHENG et 

al., 2013). Para DLL1, o cristal 4XBM, elucidado pela metodologia de cristalografia e 

difração por raios X (KERSHAW et al., 2015), foi selecionado. Com o intuito de reduzir os 

custos computacionais e tendo em vista que tais regiões são consideradas desordenadas, 

compostas principalmente por estruturas de alça que poderiam gerar artefatos durante as 

simulações in silico, foram retirados os domínios EGF do cristal do DLL1, mantendo-se a 

região C2 e o domínio DSL de ligação à Notch1 para os estudos de interação. 

 

3.3 Docking computacional anticorpo-antígeno 

 

3.3.1 Validação da metodologia de docking 

 

A validação do método de docking foi feita utilizando as estruturas 

cristalográficas depositadas no PDB do PD-1 nos seguintes complexos proteicos: com PD-

L1 e com o Fv do mAb pembrolizumabe. Tais estruturas estão listadas na Tabela 1; o mesmo 

não pôde ser feito para o receptor DLL1, pois não existem, no momento, estruturas 

cristalográficas do mesmo em complexo com qualquer ligante. 

 

Tabela 1 - Estruturas cristalográficas de complexos com o receptor PD-1 utilizadas 

na validação do método de docking 

Ligante PDB ID Resolução (Å) Referência 

PD-L1 4ZQK 2.45 ZAK et al., 2015 

Fv do Pembrolizumabe 5B8C 2.15 HORITA et al., 2016 

Fonte: elaborado pelo autor. As estruturas tridimensionais para os complexos listados foram obtidas a 

partir do banco de dados do PDB. 

 

Os complexos foram separados em seus componentes monoméricos com o 

auxílio do programa PyMOL (DELANO; BROMBERG, 2004). Dois programas de docking 

distintos avaliados pelo CAPRI (do ingl°s, ñCritical Assessment of PRedicted Interactionsò) 

(JANIN, 2005) foram utilizados. O primeiro é o servidor de docking automatizado ClusPro 

(KOSAKOV et al., 2013), que atua realizando as três etapas subsequentes: realiza o docking 

de corpos rígidos amostrando de bilhões de modos de ligação; agrupa as mil estruturas de  

menor energia obtidas com base na raiz do desvio quadrático médio (RMSD, do inglês Root 
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Mean Square Deviation), formando clusters que representam os modelos mais prováveis para 

os complexos; e minimiza as estruturas selecionadas como etapa de refinamento 

(KOSAKOV et al., 2017; VAJDA et al., 2017). Neste servidor, foram fornecidas as estruturas 

tridimensionais e realizado o docking sob as configurações padrões. Os resultados foram 

tratados pelo modelo de pontuação ponderada e avaliados com base no tamanho dos clusters. 

 O segundo programa testado foi o HADDOCK (High Ambiguity Driven 

Biomolecular Docking) versão 2.2 (VAN ZUNDERT et al., 2016), que também atua em três 

fases: na primeira, é feita a randomização de orientações e minimização de energia de corpos 

rígidos; depois, realiza-se o recozimento simulado (SA, do ingl°s ñsimulated annealingò)  

semi-flexível, que se inicia através de uma busca de corpos rígidos à altas temperaturas e, 

então, adiciona gradualmente graus de flexibilidade na interface de interação durante o SA; 

e, finalmente, efetua-se um refinamento final em espaço cartesiano com solvente explícito 

(DOMINGUEZ; BOELENS; BONVIN, 2003). 

Além das estruturas, é necessário fornecer ao programa a identificação dos 

resíduos passivos e ativos, estes definidos como todos os resíduos que mostram perturbações 

de deslocamento químico significativas na formação dos complexos, além de uma alta 

acessibilidade de solvente na proteína livre, sendo considerados as principais regiões de 

interação entre as proteínas (DOMINGUEZ; BOELENS; BONVIN, 2003; ABBAS; 

LICHTMAN; PILLAI, 2015). Os resíduos ativos foram identificados utilizando o servidor 

PredictProtein (YACHDAV et al., 2014). Já os resíduos passivos, definidos como aqueles 

que mostram uma perturbação de deslocamento químico menos significativa e 

potencialmente fazem parte da interface (DOMINGUEZ; BOELENS; BONVIN, 2003), 

foram definidos automaticamente como aqueles que estão a um raio de 6,5 Å  dos resíduos 

ativos e têm alta acessibilidade ao solvente (DE VRIES; VAN DIJK; BONVIN, 2010). 

A metodologia do PredictProtein baseia-se na análise de sequências para 

predizer características estruturais e funcionais de proteínas (YACHDAV et al., 2014). 

Através do algorítimo ISIS, que utiliza uma rede neural treinada em anotações de resíduos 

de aminoácidos em complexos proteína-proteína existentes, o servidor combina a predição 

de características estruturais e evolutivas para determinar os resíduos que estão presentes na 

interface da interação (OFRAN; ROST, 2007).  

Ao final do docking, todas as estruturas são agrupadas de acordo com o RMSD 

em relação ao esqueleto polipeptídico na interface. Os grupos foram analisados e 

classificados de acordo com a pontuação do HADDOCK, que representa a soma ponderada 

das energias de van der Waals, eletrostáticas, de solvatação e de violação de restrição junto 
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com uma média da área superficial não-exposta (DE VRIES; VAN DIJK; BONVIN, 2010). 

Também foi utilizado um programa para o ranqueamento dos modelos 

produzidos: o DockScore identifica os resíduos da interface com base em critérios baseados 

em distância e, em seguida, considera vários parâmetros da interface, como área de 

superfície, conservação, hidrofobicidade, agrupamento espacial e contatos curtos para 

calcular a pontuação (MALHOTRA; SOWDHAMINI, 2015). Tal programa foi escolhido 

por ser capaz de descriminar com sucesso as melhores estruturas de diferente complexos 

proteícos obtidos através de docking, inclusive em alvos do CAPRI (MALHOTRA; 

SANKAR; SOWDHAMINI, 2014). 

O programa DockQ (BASU; WALLNER, 2016) foi utilizado para atestar a 

qualidade dos modelos gerados pelo ClusPro e HADDOCK e a capacidade do servidor de 

ranqueamento supracitado. Através da utilização de três parâmetros de avaliação de modelos 

do CAPRI - fração de contatos nativos (Fnat), RMS da interface (iRMS)  e RMS do ligante 

(LRMS) - ele é capaz de segregar as estruturas fornecidas nas quatro diferentes classes de 

qualidade do CAPRI: modelos em que a pontuação gerada pelo DockQ seja menor que 0,23 

são considerados incorretos; aqueles que estão entre 0,23 e 0,49 têm qualidade aceitável; os 

que estão entre 0,49 e 0,80 possuem média qualidade; e os que estiverem acima de 0,80 têm 

alta qualidade. 

Exemplares de todas classificações de qualidades consideradas foram 

submetidos a simulações de DM com aquecimento (RADOM; PLÜCKTHUN; PACI, 2018). 

A validação dessa metodologia foi feita a fim de comprovar sua capacidade na eliminação 

de falsos positivos, isto é, estruturas que apesar de obterem altas pontuações nos algoritmos 

de docking e ranqueamento, estão estruturalmente distantes da conformação nativa e que, 

portanto, ranquearam mal no DockQ.  Ela se baseia no princípio de que modelos errados 

gerados pelos métodos supracitados de docking constituem estruturas instáveis ou 

metaestáveis, e que modos de ligação corretos são estáveis a temperaturas razoavelmente 

elevadas (RADOM; PLÜCKTHUN; PACI, 2018). 

Os complexos obtidos e as estruturas cristalográficas originais foram 

submetidos a simulações utilizando o pacote de programas GROMACS (BERENDSEN; 

VAN DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995) versão 2019.3 e o campo de força CHARMM36 

all-atom. As proteínas tiveram seus estados de protonação previamente corrigidos para o pH 

neutro, tendo como base as informações fornecidas pela ferramenta PROPKA do servidor 

PDB2PQR (DOLINSKI et al., 2004). Tais moléculas foram centralizadas em uma caixa 

cúbica a 15 Å da borda, que foi posteriormente preenchida com moléculas de água TIP3P 
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(JORGENSEN et al., 1983).  

Moléculas de solvente foram substituídas por íons Na+ e Cl- a uma 

concentração de 0,154 M, a fim de tornar os sistemas mais próximos às condições 

fisiológicas. Subsequentemente, realizou-se uma etapa de minimização de energia de até 

10.000 passos pelo método do máximo declive, com o limite de tolerância para força máxima 

de 250 kJ/mol.nm. Os raios de corte de Coulomb, de Lennard-Jones e distância de corte para 

a lista de vizinhos de curto alcance foram padronizados a 1,2 nm, e o método Particle Mesh 

Ewald (PME) foi utilizado no tratamento das forças eletrostáticas (DARDEN; YORK; 

PEDERSEN, 1993). As ligações envolvendo átomos de hidrogênio foram mantidas por 

constrições utilizando o algoritmo LINCS (HESS et al., 1997). 

Os sistemas minimizados foram submetidos a equilibração em três etapas. A 

primeira, utilizada para adaptar o sistema à temperatura de simulação, foi feita em ensemble 

canônico (isotérmico-isocórico), ou NVT, que modela um sistema físico em contato com um 

reservatório térmico de temperatura fixa, supondo que o número de partículas e volume sejam 

mantidos constantes. Já as etapas dois e três utilizaram o ensemble NPT (isotérmico-

isobárico), visando a manutenção de uma pressão atmosférica constante ï como ocorre em 

condições experimentais ou in vivo ï sem variar o número de partículas e a temperatura.  

Passos de 2 fs foram utilizados em todos os estágios. Não obstante, enquanto 

as duas primeiras etapas foram conduzidas em 50.000 passos de simulação com restrição das 

posições, totalizando 100 ps para cada, a última empregou 500.000 passos, em um total de 1 

ns de simulação livre de restrições. A equilibração NVT utilizou o termostato de Nose-

Hoover (EVANS; HOLIAN, 1985) com um banho térmico externo que manteve a 

temperatura dos sistemas constantes à 310 K.  Já na fase isotérmica-isobárica, os sistemas 

foram acoplados ao barostato isotrópico de Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 

1980) de forma a serem mantidos a pressão constante de 1 bar.  

A dinâmica de produção utilizou o termostato e o barostato supracitados e teve 

duração de 70 ns. Nos primeiros 30 ns, a temperatura foi mantida a 310K; esta foi, então, 

elevada a 330 K por 12,5 ns, e novamente a 360 K por esse mesmo intervalo; os últimos 15 

ns de simulação foram conduzidos a 390 K (Figura 10). Os arquivos de trajetórias obtidos ao 

final foram tratados pelo programa gmx rms, do pacote GROMACS, com o intuito de obter 

os valores de RMSD das estruturas ao longo da simulação, tendo como referência as 

coordenadas atômicas das proteínas previamente a minimização. Também foi feita a análise 

do RMSD considerando apenas os resíduos da interface (iRMS), de forma a ratificar a 

manutenção da estabilidade da interação proteína-proteína, ou verificar a dissociação do 
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complexo em suas subunidades. O valor de corte estabelecido para o RMSD para o descarte 

das estruturas foi de 0,5 nm. Os dados obtidos foram analisados com o auxílio do programa 

GraphPad Prism (SWIFT, 1997). 

 

Figura 10 ï Rampa de temperatura da DM com aquecimento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. A dinâmica de produção para validação do docking inicia 

com o sistema equilibrado à 310 K, mantendo-se a mesma temperatura por 30 ns. Em 

30 ns, é realizado o primeiro salto de temperatura para 330 K. A segunda mudança de 

temperatura ocorrem em 42,5 ns, e a terceira em 55 ns, passando pela temperatura de 

360 K e terminando a simulação a 390 K. As mudanças de temperatura visam 

distinguir estruturas metaestáveis daquelas próximas a nativa, que devem se manter 

estáveis mesmo em temperaturas mais elevadas. 

 

3.3.2 Docking dos scFvs à PD-1 e DLL1 

 

Tendo em vista os resultados obtidos durante o passo 3.3.1, optou-se por 

realizar o docking utilizando a metodologia validada para o HADDOCK com as estruturas 

obtidas nos passos 3.1 e 3.2, realizando a seleção dos resíduos ativos pelo PredictProtein e a 

eliminação de falsos positivos através de simulações de DM com aquecimento, que utilizou 

os parâmetros definidos acima.  

Não obstante, com o intuito de reduzir o enviesamento causado pela utilização 

de um servidor de docking dirigido sem a utilização de dados experimentais que confirmem 

a acurácia na seleção dos resíduos que participam da interação, foram feitos novos dockings 

no ClusPro. Para PD-1, além da estrutura obtida a partir de 2M2D, também fora utilizados 

os cristais 5WT9, 5GGS, 5B8C, 4ZQK e 2M2D (Apêndice A). As sequências obtidas para 

esse receptor foram padronizadas em todos os cristais, de forma a todos ficarem com uma 
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estrutura primária idêntica, e o docking foi conduzido sob configurações padrões utilizando 

os três scFvs. 

As estruturas de menor energia para os quatro modelos de pontuação gerados 

pelo ClusPro - balanceado, favorecendo interações eletrostáticas, favorecendo interações 

hidrofóbicas e favorecendo forças de van der Waals (KOSAKOV et al., 2017) - foram 

obtidas, totalizando 15 complexos gerados para cada scFv que seguiram para DM com 

aquecimento. O mesmo processo foi realizado para o receptor DLL1, utilizando sua única 

estrutura cristalográfica disponível (Apêndice B). As trajetórias das simulações foram 

tratadas e avaliadas pelo RMSD. O plugin APBS vinculado ao programa PyMOL foi 

utilizado para avaliar a complementaridade eletrostática da interface dos complexos 

produzidos pelas metodologias de docking supracitadas. 

 

3.4 Simulações de dinâmica molecular dos complexos validados 

 

3.4.1 Dinâmica de produção 

 

Os complexos validados obtidos foram submetidos a simulações de DM 

seguindo o passo a passo ilustrado na Figura 11. Todas as etapas relacionadas a elaboração, 

minimização e equilibração dos sistemas foram feitas como previamente descrito no tópico 

3.3.1. Já a dinâmica de produção foi realizada em triplicatas com 125.000.000 de passos de 

2 fs, cada replicata representando 250 ns de um total de 750 ns de tempo simulado para cada 

sistema. Também foram realizadas simulações de controle dos antígenos em sua forma apo, 

sem os scFvs mas com todos os demais parâmetros idênticos às DM com os complexos. Os 

arquivos de trajetória gerados ï que descrevem o movimento de todos os átomos dos sistemas 

ao longo do tempo da simulação ï foram utilizados para análise do RMSD das estruturas 

durante a DM, do deslocamento individual de cada resíduo descrito pela raiz da flutuação 

quadr§tica m®dia (RMSF, do ingl°s ñRoot Mean Square Fluctuationò), da forma­«o de 

pontes salinas, do número de ligações hidrogênio, dentre outros parâmetros. Todos os 

gráficos foram construídos utilizando o programa GraphPad Prism. 
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Figura 11 - Esquema simplificado para uma simulação de DM utilizando o pacote 

GROMACS 

 

Fonte: KHAN et al. (2016). Adaptado pelo autor (2019). No esquema, as caixas laranjas representam 

os arquivos de entrada necessários para utilização de cada programa; as caixas vermelhas, azuis e 

amarelas representam os arquivos gerados por cada etapa; caixas verdes foram utilizadas para os 

programas envolvidos na preparação do sistema e caixas roxas para os programas envolvidos nas 

etapas de minimização, equilibração e produção. Um procedimento básico de DM inicia-se com a 

criação da topologia para o sistema de trabalho, seguido da criação de uma caixa com condições 

periódicas de contorno, solvatação do sistema e adição de íons. Subsequentemente, são realizadas 

etapas de minimização e equilibração em ensembles NVT e NPT, para apenas então ser realizada a 

dinâmica de produção, da qual são extraídos os arquivos de trajetória que serão utilizados nas etapas 

posteriores de análises. 

 

 

3.4.2 Análise do RMSD 

 

A análise do RMSD é uma das principais estratégias utilizadas para o estudo 

por DM de proteínas (VERLI, 2014). Os RMSD dos átomos do anticorpo, do antígeno e da 
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interface do complexo em relação a uma estrutura de inicial de referência - neste caso, os 

sistemas previamente a qualquer etapa de minimização ou equilibração - foram calculados 

através da ferramenta gmx rms pelo ajuste do quadrado mínimo da estrutura indicada com 

relação à referência em cada passo da integração (PAULA, 2019), de acordo com a Equação 

1. 

 

ὙὓὛὈ ὸρȟὸς  В άȿὶὸ   ὶὸȿό Ⱦ        (1) 

 

Onde M é igual a В 1 ά , ὶὸé a posição do átomo i no tempo t, e ὸ2

ὸ1 † no qual  † é o tempo anterior. 

 

3.4.3 Análise do RMSF 

 

Para calcular a flutuação média dos resíduos dos scFvs e dos antígenos durante 

a simulação, o RMSF para os átomos CŬ das prote²nas foi avaliado em função do número de 

resíduos utilizando o programa gmx rmsf do pacote GROMACS, que realiza tal cálculo de 

acordo com a Equação 2 (KHAN et al., 2016).  

 

ὙὓὛὊὭ 
1
В 1 ȿὶὸ ὶ ȿ 2 1Ⱦ2             (2) 

 

Onde RMSFi é uma medida do desvio entre a posição da partícula i com a 

posição de referência, T é o tempo e ὶ é a posição de referência da partícula i. Essa análise 

permitiu obter informações sobre flexibilidade estrutural local ao longo da cadeia 

polipeptídica (KUZMANIC; ZAGROVIC, 2010). 

 

3.4.4 Análise do Raio de Giro 

 

O raio de giro (Rg) de uma proteína é uma medida do seu estado de 

compactação (LOBANOV; BOGATYREVA; GALZITSKAIA, 2008). Proteínas enoveladas 

em configurações estáveis devem sustentar valores de Rg sem muitas variações por todos os 

três eixos cartesianos. A ferramenta gmx gyrate do pacote GROMACS foi utilizada no 

cálculo do Rg total e do Rg nos eixos x, y e z dos scFvs em função do tempo.  
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3.4.5 Análise das ligações de hidrogênio 

 

Ligações de hidrogênio são definidas, através de parâmetros da IUPAC, como 

interações inter ou intramoleculares de caráter atrativo envolvendo um átomo de hidrogênio 

de uma molécula ou fragmento X-H, no qual X é mais eletronegativo que H (ARUNAN et 

al., 2011). A análise das ligações de hidrogênio totais e das ligações de hidrogênio restritas a 

interface foi feita um utilizando o programa gmx hbond do pacote GROMACS utilizando os 

critérios geométricos padrão: a distância entre o doador e o aceptor de hidrogênios deve ser 

inferior a 0,35 nm e o ângulo entre eles deve ser menor que 30° (BERGLUND et al., 2016). 

 

3.4.6 Análise da formação de pontes salinas 

 

Ponte salina é um termo que define uma ligação não-covalente dependente de 

pH entre resíduos com cargas opostas que estejam a uma distância máxima de 0,4 nm 

(BARLOW; THORNTON, 1983; BOSSHARD; MARTI; JELESAROV, 2004). A análise da 

formação ou extinção de pontes salinas entre o scFv e o antígeno em cada complexo a longo 

da simulação foi feita utilizando o arquivo de trajetória de cada simulação no plugin Salt 

Bridges versão 1.1, presente no software VMD versão 1.9.3 (HUMPHREY; DALKE; 

SCHULTEN, 1996). 

 

3.4.7 Análise da área superficial acessível ao solvente 

 

A §rea superficial acess²vel ao solvente (SASA, do ingl°s ñSolvent Accessible 

Surface Areaò) ® definida como a §rea da superf²cie de uma prote²na que interage com suas 

moléculas de solvente (MAZOLA et al., 2015). O aumento desse valor ao longo da simulação 

pode ser representativo da desnaturação do polipeptídio (KHAN et al., 2016) ou de alterações 

conformacionais que levem a exposição de resíduos internos causados por alguma interação 

(NAZ et al., 2018). Os cálculos da SASA nos complexos e para os ligantes sem o scFv foram 

realizados utilizando o módulo gmx sasa do GROMACS, com uma sonda de raio de 1.4 Å. 

 

3.4.8 MM/PBSA 

 

MM/PBSA (do ingl°s ñMolecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface 

Areaò) ® um m®todo eficiente utilizado para estimar a energia livre de liga­«o em complexos 
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proteína-ligante, em que este último pode representar tanto um ligante proteico quanto uma 

molécula não-peptídica, ao longo de uma simulação de DM (WANG et al., 2018; 

KOLLMAN et al., 2000). O cálculo de energia livre de ligação (ῳὋ ) é feito, de forma 

simplificada, através da Equação 3 (PAISSONI et al., 2014). 

 

ῳὋ Ὃ Ὃ ² Ὃ        (3) 

 

Os termos de energia livre (Ὃ ; Ὃ ² ; Ὃ ) são calculados a 

partir de uma média dos quadros considerados da trajetória, seguindo a Equação 4. 

 

Ὃ Ὁ Ὃ ὝὛ                      (4) 

 

EMM inclui três termos calculados utilizando mecânica molecular (MM): Eint 

que indica energias de ligação, ângulo e ângulo de torção; ECoul e ELJ denotam as energias 

eletrostática intramolecular e Lennard-Jones, respectivamente. O termo de solvatação Gsolv, 

por sua vez, é subdividido em suas contribuições polares e não polares, que são calculadas 

com o aux²lio da ferramenta APBS (do ingl°s ñAdaptive Poisson-Boltzmann Solverò) 

(JURRUS et al., 2018). 

O software GMXPBSA versão 2.1 (PAISSONI et al., 2015) foi utilizado para 

calcular a energia livre de ligação nos complexos submetidos a DM, bem como para elucidar 

quais os termos de energia que mais contribuem para o estabelecimento das interações. Os 

cálculos foram performados a cada 2,5 ns, totalizando 100 quadros espaçados 

equidistantemente do arquivo de trajetória e respeitando o limite mínimo necessário para que 

os cálculos tenham confiabilidade estatística (PAISSONI et al., 2014). Os parâmetros para 

realização das análises de MM e de APBS foram mantidos nos valores padrões recomendados 

pelo programa. Os cinco quadros que apresentaram menor energia livre de cada replicata 

foram extraídos para uma posterior análise de mutações.  

  

3.5 Identificação dos hot-spots da interação anticorpo-antígeno 

 

3.5.1 Alanine scanning computacional 

 



52 

 

Um outro recurso presente no programa GMXPBSA utilizado é o Alanine 

scanning mutagenesis (ASM), que permite verificar a contribuição energética individual de 

cada resíduo de aminoácido para o estabelecimento da interação ao longo da simulação. Foi 

realizada a mutação automatizada por alanina de resíduos de interesse na interface, e aqueles 

cuja muta­«o levou a uma varia­«o de energia livre de liga­«o (ȹȹGbind) de no mínimo 1 

kcal/mol foram considerados hot-spots (MORROW; ZHANG, 2012). Os resultados foram 

comparados com aqueles fornecidos pelos demais servidores descritos neste tópico.  

Além do ASM computacional executado pelo GMXPBSA, os complexos 

foram submetidos a dois servidores que realizam a predição de hot-spots pelo cálculo do 

ȹȹGbind em um complexo proteína-proteína a partir da mutação de um aminoácido para 

alanina, que leva a deleção da sua cadeia lateral para além do átomo de Cɓ.  

O primeiro é Robetta (KIM; CHIVIAN; BAKER, 2004), uma implementação 

completa e de fácil uso do pacote de programas Rosetta.  O servidor inclui uma ferramenta 

para identificação de cadeias laterais energeticamente importantes (KORTEMME; KIM; 

BAKER, 2004), que parte de uma função simples de energia livre para calcular as alterações 

na energia de ligação mediante a substituições únicas de cada resíduo por alanina, com a 

reordenação de elementos estruturais em até 5 Å da mutação, mantendo o resto da proteína 

inalterada. Como entrada, foram fornecidas as coordenadas atômicas dos complexos. Um 

resíduo é considerado hot-spot pelo programa quando a ȹȹGbind é de, no mínimo, 1 kcal/mol 

(MORROW; ZHANG, 2012). 

Já o DrugScorePPI (KRÜGER; GOHLKE, 2010) realiza, inicialmente, uma 

etapa de preparo dos dados, que consiste na remoção de hidrogênios e de moléculas não-

peptídicas, além da detecção dos resíduos da interface como aqueles que possuem pelo menos 

um átomo pertencente a outra cadeia do complexo a um máximo de 5 Å. Então, é computada  

a ȹȹGbind  pela subtra­«o da ȹG do complexo mutado pela ȹG do complexo nativo, e valores 

maiores ou iguais a 1 kcal/mol são indicativos de hot-spots. 

 

 

3.5.2 KFC2 webserver 

 

KFC2 é um servidor que combina duas metodologias para predição 

computacional de hot-spots (DARNELL; PAGE; MITCHELL, 2007). Na primeira, chamada 

de K-FADE (Knowledge-based FADE), a densidade atômica da interface é utilizada para 

calcular a especificidade das formas pelo programa de Avaliação Rápida de Densidade 
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Atômica (FADE, do ingl°s ñFast Atomic Density Evaluationò) (ZHU; MITCHELL, 2011). 

Já na segunda, denominada K-CON (Knowledge-based Biochemical Contact analysis), é 

feita a identificação das interações não covalentes e de contatos atômicos no complexo 

utilizando o pacote de modelagem WHAT IF (VRIEND, 1990). A combinação dos métodos 

é feita para aumentar a acurácia da predição. Novamente, foram submetidos os arquivos de 

coordenadas dos complexos, e os resíduos que obtiveram valores positivos para os dois 

métodos simultaneamente foram considerados hot-spots. 

 

3.5.3 HotRegion 

 

No método HotRegion (CUKUROGLU; GURSOY; KESKIN, 2011), é 

definido que dois resíduos de aminoácidos de cadeias diferentes estão em contato se a 

distância entre quaisquer dois átomos dos mesmos for menor que a soma dos raios de van 

der Waals correspondentes mais 0.5 Å (KESKIN et al., 2004; TSAI et al., 1996). Para 

predição dos hot-spots, é utilizado o HotPoint (TUNCBAG; KESKIN; GURSOY, 2010), um 

modelo empírico baseado na acessibilidade relativa ao solvente e no potencial total dos pares. 

Resíduos hot-spots são classificados como aqueles que possuem uma área superficial 

acessível, dentro do complexo, menor ou igual a 20% e um potencial de contato total maior 

ou igual a 18.0. 

 

3.5.4 PREDHS 

 

O servidor PREDHS (DENG et al., 2014) realiza a predição de hot-spots 

através de um método baseado em estrutura. Atrav®s de um arquivo ñ.pdbò  contendo o 

complexo fornecido pelo usuário, é conduzida uma abordagem em três etapas: primeiro, são 

extraídas características energéticas, estruturais e sequenciais, além de dois tipos de 

vizinhanças estruturais (vizinhança Euclidiana e de Voronoi); depois, é feito um processo de 

seleção de características em duas etapas; e por último, dois preditores (PREDHS-SVM e 

PREDHS-Ensemble) são utilizados para identificação de hot-spots baseando-se nas 

características selecionadas. 

 

3.6 Mutagênese computacional 
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Para análise de mutação, foram utilizados tanto os complexos obtidos 

diretamente dos programas de docking, como também os cinco quadros de menor energia 

obtidos através das simulações de DM e identificados pela análise de MM/PBSA em cada 

replicata. A combinação de métodos baseados em diferentes abordagens pode contribuir para 

obtenção de resultados computacionais mais confiáveis sobre os efeitos das mutações em 

complexos proteicos (CHEN; LIN; CHU, 2013). Por isso, primeiramente foi utilizado o 

BeAtMuSiC (DEHOUCK et al., 2013), um servidor voltado para predição de mudanças da 

afinidade de ligação causadas por mutações, que utiliza um conjunto de potenciais estatísticos 

adaptados a uma representação coarse-grained das estruturas proteicas que permite uma 

avaliação rápida de todos as mutações possíveis para os resíduos da interface. 

A análise do BeAtMuSic faz uso de dois modelos de ligação (DEHOUCK et 

al., 2013). Enquanto no primeiro, as duas moléculas do complexo são capazes de se 

enovelarem independentemente, no segundo isso não é permitido. A mudança na energia 

livre de liga­«o (ȹȹGbind) é obtida a partir de uma avaliação do impacto da mutação sobre a 

energia de enovelamento das moléculas individualizadas e no complexo, onde valores 

negativos são indicativos de mutações estabilizantes. Resíduos que obtiveram valores 

negativos nas análises de ASM (tópico 3.5.1) foram considerados potenciais alvos para 

otimização e analisados individualmente para mutações por todos os dezenove demais 

aminoácidos; também foi utilizada a ferramenta de mutações sistemáticas de forma a gerar 

uma lista de mutações consideradas estabilizantes.  

Todos esses dados foram comparados com os obtidos a partir do programa 

mCSM-AB, no intuito de procurar o consenso entre os dois servidores. O mCSM-AB 

(PIRES; ASCHER, 2016) utiliza o método mCSM (PIRES; ASCHER; BLUNDELL, 2013), 

que se baseia no uso de aprendizado de máquina na predição dos efeitos de mutações a partir 

da leitura de assinaturas estruturais. Isso é feito através do uso de uma representação gráfica 

do resíduo nativo para extrair padrões geométricos e físico-químicos que são usados para 

representar o ambiente químico tridimensional durante o aprendizado supervisionado. Esse 

conceito foi adaptado no intuito de levar em consideração as características estruturais únicas 

dos anticorpos. Os arquivos de entrada requeridos pelo servidor correspondem ao arquivo de 

coordenadas atômicas dos complexos e um arquivo de texto com a lista de mutações 

desejadas. O programa prediz os valores diferença de energia livre de Gibbs após a mutação 

(ȹȹG), onde valores positivos s«o representativos de muta­»es que aumentam a afinidade. 

Para garantir um maior sucesso na aplicação das modificações que visam 

melhorar os modelos para os scFvs quanto a afinidade de ligação aos antígenos, o programa 
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PyMOL foi utilizado a fim de determinar os átomos próximos aos resíduos que obtiveram 

consenso nos dois preditores. A distância de corte de 0,5 nm entre os átomos pesados dos 

resíduos de interesse e os demais foi utilizada para considerar os mesmos capazes de interagir 

(DENG et al., 2014). 

Então, foi feita uma análise das características físico-químicas envolvendo tais 

aminoácidos, a exemplo da hidrofobicidade, capacidade de formar ligações de hidrogênio, 

presença de grupos carregados e carga desses grupos, caso existissem. Mutações 

consideradas benéficas foram aplicadas à estrutura do scFv, que foi novamente docado ao 

antígeno. Novas simulações de DM com aquecimento foram conduzidas de acordo com as 

etapas descritas no tópico 3.3.1, a fim de verificar a termoestabilidade dos novos complexos. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Modelagem in silico dos fragmentos de anticorpo 

 

Uma vez que não existem dados cristalográficos para o anticorpo 

pidilizumabe, foi requerida a realização de uma etapa de modelagem molecular, a fim de 

produzir a sua estrutura tridimensional. Optou-se modelar o anticorpo na forma de um scFv 

por este ser um formato inovador de biofármaco que vem sendo crescentemente utilizado: 

apenas entre 1996 e 2009, foram depositadas 315 patentes de scFvs no Instituto Europeu de 

Patentes (PUCCA et al., 2011). Em 2017, foram contabilizados três fragmentos deste tipo 

perpassando ensaios clínicos fases dois e três, e um aprovado para o uso contra LLC pelo 

FDA (SHERIDAN, 2017). Além de conservar a capacidade de interação, importante para 

sua função inibitória, seu tamanho reduzido também está associado a uma diminuição do 

risco de manifestação da doença do soro (AHMAD et al., 2012) ï considerada uma reação 

de hipersensibilidade tipo III que está associada a identificação de sequências imunogênica 

no imunobiológico, e a consequente formação de imunocomplexos que reduzem a 

efetividade e levam a manifestação de efeitos adversos (CHAMBEL, 2016) - e ao aumento 

da penetrabilidade em massas tumorais (AFANASIEVA et al., 2003). 

  Os resultados referentes a busca pelo BLAST podem ser visualizados na 

Tabela 2. Para a modelagem comparativa ser considerada um método adequado para predição 

da estrutura tridimensional de proteínas, o valor da identidade encontrado pelo alinhamento 

local deve ser de no mínimo 30% para sequências com mais de 100 resíduos (ESWAR et al., 

2006). Como todas as estruturas encontradas possuem cobertura de quase 100% e identidade 

acima de 77%, pode-se afirmar que o uso da estratégia de modelagem comparativa, em 

detrimento de metodologias ab initio, como a utilizada pelo programa I-TASSER (ZHANG, 

2008), por exemplo, foi a mais acertada. Os altos valores para identidade e cobertura das 

sequências-molde com as do scFv são esperados, uma vez que existe uma alta conservação 

na topologia geral entre as moléculas de anticorpo (LIVESAY; SUBRAMANIAM, 2004).  
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Tabela 2 - Moldes para VH e VL do pidilizumabe 

Cadeia PDB ID Cobertura (%)  Identidade (%) Valor e Resolução (Å) 

Pesada 

3T2N 100 79 2e-64 2,55 

6B5P 99 78 1e-62 2,29 

5BQ7 100 77 7e-62 2,73 

Leve 

1MHP 99 84 6e-57 2,80 

3C08 100 81 2e-56 2,15 

5VSI 100 81 3e-56 1,51 

Fonte: elaborado pelo autor. Os moldes foram selecionados de acordo com a cobertura da sequência, 

identidade, resolução do cristal e valor-e, ou valor esperado, que é um parâmetro que descreve o 

número de ocorrências que se espera encontrar por acaso ao pesquisar em um banco de dados de um 

tamanho específico (número de falsos positivos). 

 

Ao fim do processo de modelagem, foram obtidos três modelos para o scFv, 

que assumiram conformações comumente associadas a este tipo de molécula:  tanto VH 

quanto VL est«o enoveladas em uma estrutura t²pica de duas camadas de ɓ-barril, formada 

por folhas-ɓ conectadas por al­as flex²veis (WANG; DUAN, 2011). As estruturas produzidas 

são praticamente idênticas, e se diferenciam apenas no comprimento e na conformação 

adotada pelo peptídeo ligante flexível que conecta o carboxiterminal de VH ao aminoterminal 

de VL.  

A escolha pelo uso de peptídeos de diferentes tamanhos levou em 

consideração o fato de que tal comprimento é um dos fatores importantes que impacta 

diretamente diversas características do scFv, como avidez e a especificidade contra o 

antígeno alvo (YUSAKUL et al., 2016). Na construção do conector, a utilização de resíduos 

de glicina - o menor aminoácido - visa proporcionar flexibilidade a estrutura do fragmento 

de anticorpo (WANG; DUAN, 2011); já a serina, exemplo de aminoácido pequeno e polar, 

fornece uma região hidrofílica que permite o estabelecimento de ligações hidrogênio ao 

solvente (SHAN et al., 1999). As estruturas tridimensionais para os scFvs, com os peptídeos 

ligantes em destaque, podem ser visualizadas na Figura 12. 
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Figura 12 - Alinhamento das estruturas tridimensionais dos scFv, com os seus respectivos 

peptídeos ligantes destacados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. As estruturas dos scFvs, obtidas por modelagem comparativa utilizando o 

programa Modeller, foram alinhadas utilizando o PyMOL. À esquerda, pode ser encontrada a cadeia variável 

leve (VL), e à direita, a cadeia variável pesada (VH). Entre as duas, encontram-se os peptídeos ligantes que 

diferenciam as três estruturas: em vermelho, está aquele com o comprimento de 10 resíduos de aminoácido; em 

verde, o de 12 resíduos; e em azul, o de 15 resíduos. 

 

A especificidade ao antígeno na região de interação é basicamente 

determinada pelas CDRs (LANTTO; OHLIN, 2002). Dentre essas regiões hipervariáveis do 

anticorpo, a CDR3 da cadeia pesada é a que apresenta a maior variabilidade de tamanho e 

sequência (FERNÁNDEZ-QUINTERO et al., 2018). Apesar da grande variação, essas alças 

adotam um conjunto restrito de conformações com base na presença de certos resíduos em 

posições-chave nas CDRs e nas regiões framework vizinhas (AL-LAZIKANI; LESK; 

CHOTHIA, 1997).  Assim, através do uso de alinhamentos de sequência, foi possível 

elaborar uma metodologia de numeração padronizada para identificação dessas regiões 

dentro das estruturas de anticorpo (KABAT et al., 1992).  

Nos scFvs produzidos a partir do pidilizumabe, as CDRs 1, 2 e 3 de VH foram 

localizadas nas posições 26-35, 50-66 e 99-106 da estrutura primária, respectivamente. Já em 

VL, o tamanho do peptídeo ligante influenciou o posicionamento das CDRs na sequência. No 

P10, as CDRs 1, 2 e 3 da cadeia leve foram encontradas nas posições 152-161, 177-183 e 

216-224; já no P12, as posições para as CDRs foram, respectivamente, 155-163, 179-185 e 

scFv Peptídeo ligante 

P10 (GGGGS)2 

P12 [GS(GGGGS)2] 

P15 (GGGGS)3 
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218-226; finalmente, em P15, as CDRs foram encontradas nas posições 157-166, 182-188 e 

221-229. Todas essas regiões foram evidenciadas na Figura 13. 

 

Figura 13 - Regiões Determinantes de Complementariedade dos scFvs modelados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. A perspectiva da imagem está à 180º da Figura 12 para facilitar a 

visualização. As estruturas alinhadas dos scFvs tiveram suas regiões determinantes de 

complementaridade (CDRs) destacadas: as CDRs 1, 2 e 3 de VH estão coloridas em vermelho, 

verde e azul, respectivamente, enquanto as CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3 estão marcadas em 

amarelo, rosa e laranja. As cores e a numeração dos resíduos foram detalhadas na tabela.  

 

Apesar da modelagem comparativa de proteínas ser um método amplamente 

utilizado, muitas aplicações biológicas das estruturas produzidas por tais protocolos são 

altamente dependentes de uma alta precisão na predição dos modelos tridimensionais 

desejados (KRYSHTAFOVYCH; FIDELIS, 2009), como é o caso da engenharia de 
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anticorpos. Melhorar a precisão de tais modelos para além das informações obtidas a partir 

dos moldes continua sendo um dos problemas proeminentes da bioinformática estrutural. 

Neste intuíto, foi realizado o refinamento dos scFvs através do servidor ReFOLD (SHUID; 

KEMPSTER; MCGUFFIN, 2017).  

A Figura 14 foi obtida a partir deste servidor, e fornece a estimativa do erro 

por resíduo para cada scFv. Tais gráficos ilustram a redução de erros locais nos modelos 

refinados em comparação com os originais fornecidos, o que é considerado importante pois, 

apesar de nem sempre ser possível alcançar o refinamento global de um modelo completo, 

as regiões ou domínios individuais podem, frequentemente, ser melhorados (SHUID; 

KEMPSTER; MCGUFFIN, 2017). A análise da imagem evidencia que a região em que se 

encontra o peptídeo ligante é a que acumula maior erro, o que é esperado, dada a alta 

flexibilidade desse segmento (SHAN et al., 1999). Não obstante, de forma geral, não é 

observada uma redução significativa deste parâmetro nos modelos otimizados. 

 

Figura 14 - Predição de erro por resíduo para os scFvs obtido com o ReFOLD 

Fonte: elaborado pelo autor. Os gráficos apresentam uma estimativa de erro por resíduo: enquanto no eixo 

horizontal são enumerados os números dos resíduos na sequência, no eixo vertical é colocada a estimativa de 

erro, dada em ångströms (Å). Os gráficos A, B e C são correspondentes à P10, P12 e P15, respectivamente. Em 

vermelho encontram-se os valores para os scFvs originais e em verde, aqueles obtidos a partir do refinamento 

com ReFOLD. 
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A importância da etapa de refinamento é evidenciada pela a análise da 

qualidade dos modelos pelo MolProbity (CHEN et al., 2010). Este servidor de validação de 

estrutura fornece uma avaliação sólida de amplo espectro da qualidade do modelo fornecido 

à níveis global e local. Um de seus principais parâmetros de avaliação é o clashscore, que 

avalia o número de sobreposições estéricas desfavoráveis de átomos (WORD et al., 1999). 

Contraintuitivamente, quanto maior a porcentagem associada a esse valor, melhores são os 

modelos construídos. Fica claro na análise da Tabela 3, que contém os valores de clashscore 

antes e após a otimização com o ReFOLD, a melhora na qualidade estereoquímica dos 

modelos após a realização do refinamento. 

 

Tabela 3 - Clashscore dos scFvs antes e após refinamento com ReFOLD 

Modelo 
Clashscore antes do refinamento com 

ReFOLD 

Clashscore após o refinamento com 

ReFOLD 

P10 0% 27% 

P12 0% 97% 

P15 0% 63% 

Fonte: elaborado pelo autor. Na classificação do clashscore, 100% é o melhor valor dentre as estruturas de 

resolução comparável, e 0% é o pior. É evidenciada a importância da etapa de refinamento pela grande melhora 

no parâmetro de clashscore nos modelos obtidos do ReFOLD, indicando um aumento da qualidade dos 

modelos. 

 

Os gráficos de Ramachandran dos modelos refinados foram obtidos utilizando 

o PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993). Os ©ngulos diedrais ű (phi), ɣ (psi) e ɤ (¹mega) 

são os principais determinantes para o enovelamento de uma proteína (HOOFT; SANDER; 

VRIEND, 1997). Ramachandran (1963) elaborou um gráfico de duas dimensões que 

comporta uma distribui­«o de pares de ©ngulos ű e ɣ capaz de descrever grande parte das 

estruturas secundárias de proteínas. Com a exceção da glicina, que, por ser pequena, 

consegue assumir conformações estericamente proibidas aos demais aminoácidos 

(NELSON; COX, 2014), os resíduos devem ser encontrados em regiões permitidas do gráfico 

de Ramachandran, ou são considerados outliers. 

Dessa forma, tal análise é um dos meios mais simples e sensíveis para avaliar 

a qualidade de um modelo de proteína na ausência de dados experimentais (KLEYWEGT; 

JONES, 1996). Com a análise dos gráficos contidos na Figura 15, foi possível elucidar a boa 

qualidade estereoquímica dos modelos produzidos: P10, P12 e P15 apresentaram, 
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respectivamente, 99%, 99% e 97,4% dos seus resíduos em regiões permitidas do gráfico 

(somando resíduos em regiões mais favoráveis, adicionalmente permitidas e generosamente 

permitidas). Em contrapartida, poucos resíduos foram encontrados em regiões não 

permitidas: no total, apenas 1%, 1% e 2,6% dos resíduos dos três scFvs foram considerados 

outliers e têm seus ângulos diedrais em valores estereoquimicamente desfavoráveis para a 

geometria da molécula.  

 

Figura 15 - Gráficos de Ramachandran para os modelos refinados dos scFvs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor.  Em A, B e C estão, respectivamente, os gráficos de Ramachandran, 

produzidos pelo servidor PROCHECK, para P10, P12 e P15, respectivamente. Nos gráficos, as zonas 

sombreadas em vermelho marcam as regi»es mais favor§veis para os pares ű e ɣ; as partes sombreadas 

em amarelo são regiões adicionalmente permitidas; os setores sombreados em amarelo claro são regiões 

generosamente permitidas; e em branco, estão as regiões não permitidas. Os pontos representam os 

resíduos de aminoácido da estrutura submetida.  

 

A Tabela 4 sumariza as estatísticas dos gráficos, com a porcentagem de 

resíduos de cada estrutura em cada região de Ramachandran. A mesma serina localizada na 

região de CDR-L1, nas posições 158, 160 e 163 em P10, P12 e P15, respectivamente, foi 

considerada um outlier em todas as três estruturas, e ,provavelmente, deriva das estruturas 
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escolhidas como moldes. Ademais, o scFv com peptídeo ligante com 15 resíduos apresentou 

outros dois resíduos de CDRs dentro de regiões não permitidas do gráfico. Isso, juntamente 

ao fato de que este possui a maior porcentagem de resíduos outliers, é indicativo de que, 

dentre os três modelos, o de pior qualidade é o P15. Além disso, constatou-se que o tamanho 

do peptídeo ligante teve impacto sobre o arranjo estereoquímico dos resíduos. É importante 

ressaltar que a presença de alguns outliers é esperada mesmo em estruturas cristalográficas 

de alta resolução e que modelos com mais de 15% de outliers devem ser observados com 

cautela (KLEYWEGT; JONES, 1996), o que não corresponde aos achados para os modelos 

de scFvs produzidos. 

 

Tabela 4 ï Estatísticas dos gráficos de Ramachandran referentes aos modelos 

de scFv P10, P12 e P15 

 P10 P12 P15 

Resíduos em regiões mais favoráveis 90,7% 88,2% 86,7% 

Resíduos em regiões adicionalmente permitidas 6,7% 9,7% 9,2% 

Resíduos em regiões generosamente permitidas 1,5% 1,0% 1,5% 

Resíduos em regiões não permitidas 1,0% 1,0% 2,6% 

Fonte: elaborado pelo autor. As porcentagens são referentes ao posicionamento dos resíduos 

dos modelos P10, P12 e P15 nos gráficos de Ramachandran ilustrados na Figura 15. Tais 

gráficos foram obtidos através do servidor PROCHECK. 

 

Duas outras avaliações foram feitas a partir dos modelos produzidos. A 

primeira, realizada com o ProSA-web, visou a avaliação da qualidade geral dos modelos e a 

mensuração do desvio da energia total das estruturas em relação a uma distribuição de energia 

derivada de conformações aleatórias, dada pelo Escore Z (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). 

Escores Z que fujam ao intervalo de valores característicos para proteínas nativas são 

indicativos de estruturas errôneas. Os modelos P10, P12 e P15 obtiveram escores Z de -6,67, 

-7,13, e -7,5, respectivamente, que estão dentro do intervalo permitido pelo programa. 

Já a segunda fez uso do Verify3D (EISENBERG; LÜTHY; BOWIE, 1997).  

Esse servidor avalia a precisão de um modelo tridimensional de proteína através da avaliação 

da compatibilidade do modelo com sua própria sequência de aminoácidos, usando um perfil 

3D calculado a partir das coordenadas atômicas da estrutura (LÜTHY; BOWIE; BOWIE, 

1992). Dentre as vari§veis levadas em considera­«o est«o: a §rea do res²duo ñenterradoò na 

proteína e inacessível ao solvente; a fração da área da cadeia lateral coberta por átomos 
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polares (nitrogênio ou oxigênio); e a estrutura secundária local (BOWIE; LÜTHY; 

EISENBERG, 1991). Resíduos com escore 3D-1D médio maior ou igual a 0,2 são 

considerados adequados. Proteínas em que mais de 80% dos aminoácidos possuam este perfil 

possuem boa correlação entre sequência e estrutura. Os valores calculados pelo Verify3D 

para os três modelos de scFv podem ser encontrados na Tabela 5.  Todo as estruturas 

apresentaram pelo menos 98% dos seus resíduos com escore 3D-1D médio maior ou igual a 

0,2, corroborando a qualidade dos modelos obtidos. 

 

Tabela 5 - Percentual de resíduos com Escore 3D-1D adequados 

segundo o programa Verify3D 

Modelo Resíduos com Escore 3D-1D médio Ẳ  0,2 (%) 

P10 100 

P12 98,3 

P15 100 

Fonte: elaborado pelo autor. Os valores percentuais são uma razão entre o número de 

resíduos cujo o escore 3D-1D é maior ou igual a 0,2 e o número total de resíduos de 

aminoácido presentes no arquivo de coordenadas atômicas submetidos ao servidor. 

 

  4.2 Validação da metodologia de docking computacional 

 

O docking entre proteínas é uma metodologia adequada para fornecer 

informações sobre a função molecular dos polipeptídios com base no reconhecimento, 

afinidade e especificidade (GRAY, 2006). Do ponto de vista termodinâmico, complexos 

pr·ximos ¨ conforma­«o nativa devem estar no m²nimo global de ȹG, onde o ȹG ® a 

mudança de energia livre de formação do complexo em relação aos seus componentes 

separados (SMITH; STERNBERG, 2002). Um dos grandes desafios dos métodos de docking 

é determinar de forma constante, rápida e acurada esse mínimo de energia (VERKHIVKER 

et al., 2000).  

Na ausência de dados bioquímicos ou evolucionários para guiar o docking, o 

método resultará em diversos modelos com o que são aparentemente boas pontuações, que 

representam aproxima­»es do ȹG (RADOM; PL¦CKTHUN; PACI, 2018). Para ajudar a 

classificar esses complexos, diversos algoritmos de ranqueamento com diferentes funções de 

energia vêm sendo desenvolvidos (MOAL et al., 2013). Entretanto, apesar dessa 
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reclassificação poder ser útil para reduzir o número de modelos prováveis, dificilmente é 

possível identificar de maneira inequívoca os modelos corretos através da pontuação 

fornecida por tais programas. 

  Considerando que conformações docadas corretamente estão em um valor 

mínimo da superfície de energia livre e que existem grandes barreiras energéticas entre tais 

estruturas e as incorretas, que compõe conformações instáveis ou metaestáveis, é possível 

fazer uso de simulações de DM com aquecimento para discriminar estruturas nativas ou 

próximas e, dessa forma, reduzir a ocorrência de falsos positivos (RADOM; PLÜCKTHUN; 

PACI, 2018). Neste trabalho, foi avaliada a performance de dois programas de docking e um 

servidor de reclassificação dos modelos sobre dois complexos conhecidos com o receptor 

PD-1. 

  No complexo entre PD-1 e PD-L1 (PDB ID: 4ZQK), não foram recuperadas 

quaisquer estruturas adequadas a partir de ambas metodologias de docking, como pôde ser 

constatado pela avaliação do DockQ, que classificou todos os modelos produzidos tanto pelo 

HADDOCK quanto pelo ClusPro como incorretos. As pontuações geradas por ambos os 

programas (pontuação do HADDOCK e pontuação ponderada do ClusPro) foram 

insuficientes para distinguir as más conformações. A pontuação ponderada normalizada 

resultante do DockScore para a maioria dos modelos foi ruim, o que está de acordo com a 

baixa qualidade dos mesmos. Cinco estruturas (três obtidas pelo HADDOCK e duas pelo 

ClusPro) foram utilizadas para DM com aquecimento, e todos os valores encontrados para 

tais estão listados nas Tabelas 6 e 7. 

 

Tabela 6 - Estruturas resultantes do docking entre PD-1 e PD-L1 com o HADDOCK 

Nome para 

DM 

Tamanho do 

cluster 

RMSD 

(Å) 

Pontuação do 

HADDOCK  

Escore-

Z 
DockScore  DockQ 

HADDOCK-1 16 14,1 -71,8 -0,7 0,4762 0,010 

HADDOCK-2 9 6,5 -64,4 -0,3 0,3717 0,015 

HADDOCK-3 19 0,9 -97,3 -2,3 0,9379 0,015 

Fonte: elaborado pelo autor. As cores que estão colorindo os nomes dos complexos são a mesmas utilizadas 

nos gráficos de RMSD. Os modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o tamanho 

do cluster produzido, o seu RMSD, dado em ångströms (Å), a pontuação do HADDOCK e o Escore-Z. Para 

classificação do DockScore, fez-se o uso do parâmetro de pontuação ponderada normalizada. Os valores 

gerados para o DockQ são dependentes dos parâmetros Fnat, iRMS e LRMS. Os complexos foram renomeados 

a fim de facilitar a identificação dos mesmos durante as análises das simulações de DM.  
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Tabela 7 - Estruturas resultantes do docking entre PD-1 e PD-L1 com o ClusPro 

Nome para DM 
Tamanho do 

cluster 

Modelo de 

pontuação 

Pontuação 

ponderada 
DockScore DockQ 

ClusPro-1 76 vdW -618,8 0,1888 0,009 

ClusPro-2 76 vdW -618,8 0,0400 0,040 

Fonte: elaborado pelo autor. As cores que estão colorindo os nomes dos complexos são a mesmas utilizadas 

nos gráficos de RMSD. O ClusPro oferece quatro tipos de modelos de pontuação que favorecem tipos de 

interações distintas que podem predominar em dados complexos; as estruturas escolhidas, que representam 

o menor e o maior valor de DockQ, respectivamente, encontrados dentre as demais, utilizaram o modelo 

que favorece as forças de van der Waals. Além da pontuação ponderada, o tamanho dos clusters também foi 

avaliado. Também foi feita a análise dos modelos pelo DockScore e pelo DockQ. Os complexos foram 

renomeados para realização das simulações de DM. 

 

As simulações de dinâmica molecular foram eficientes na eliminação de falsos 

positivos para este complexo: das cinco estruturas simuladas, apenas uma (HADDOCK-2) 

resistiu ao aquecimento e manteve um RMSD abaixo de 0,5 nm, representando uma taxa de 

erro de 20%. Os valores de iRMS estão em concordância com os obtidos a partir da análise 

da estrutura global. Tais informações podem ser visualizadas na Figura 16. 

 

Figura 16 - Variação do RMSD do cristal 4ZQK e das estruturas resultantes do docking 

computacional entre PD-1 e PD-L1 durante simulações de DM com aquecimento 

Fonte: elaborado pelo autor. Em (A) estão os valores de RMSD para a estrutura global dos complexos e em (B) 

estão colocadas as variações do iRMS. As simulações foram conduzidas por 30 ns a 310 K, por 12,5 ns a 330 

K e a 360 K e por 15 ns a 390 K. Os valores acima de 0,50 nm estão dessaturados. 
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Todo o processo de avaliação foi reproduzido para o complexo entre PD-1 e 

o Fv do anticorpo monoclonal pembrolizumabe (PDB ID: 5B8C). Não obstante, para esse 

conjunto, tanto o ClusPro quanto o HADDOCK mostraram ser eficazes em produzir bons 

modelos, uma vez que o primeiro destes gerou cinco estruturas classificadas como de alta 

qualidade pelo DockQ e o segundo produziu quatro. As métricas de pontuação utilizadas 

pelos programas de docking foram eficazes em classificar as melhores estruturas nesse 

sistema. O DockScore conseguiu destacar alguns dos melhores modelos produzidos pelos 

servidores, embora não na ordem exata da classificação produzida a partir do DockQ; 

entretanto, dois dos modelos de alta qualidade pontuaram mal no DockScore. Tais dados 

podem ser encontrados nas Tabelas 8 e 9. 

 

Tabela 8 - Estruturas resultantes do docking entre PD-1 e o Fv do pembrolizumabe com o 

HADDOCK 

Nome para DM 
Tamanho 

do cluster 

RMSD 

(Å) 

Pontuação do 

HADDOCK  
Escore-Z DockScore DockQ 

HADDOCK-1 76 0,5 -172,2 -1,9 0,8907 0,856 

- 76 0,5 -172,2 -1,9 0,5901 0,865 

HADDOCK-2 76 0,5 -172,2 -1,9 0,9372 0,869 

- 76 0,5 -172,2 -1,9 0,8289 0,863 

HADDOCK-3* 84 13,8 -87,2 0 0,6009 0,005 

Fonte: elaborado pelo autor. As cores que estão colorindo os nomes dos complexos são a mesmas utilizadas 

nos gráficos de RMSD. Os modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o tamanho 

do cluster produzido, o seu RMSD, dado em ångströms (Å), a pontuação do HADDOCK e o Escore-Z. No 

cluster 2 foram encontrados todos os modelos que melhor foram pontuados pelo DockQ, dos quais dois 

(HADDOCK-1 e HADDOCK-2) foram submetidos a simulação com aquecimento. *HADDOCK-3 foi 

utilizado nas simulações de DM como controle negativo. Uma outra estrutura (não listada) que obteve a pior 

classificação pelo DockQ, nomeada HADDOCK-4, também foi usada como controle negativo. 
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Tabela 9 - Estruturas resultantes do docking entre PD-1 e o Fv do pembrolizumabe com o 

ClusPro 

Nome para DM 
Tamanho do 

cluster 

Modelo de 

pontuação 

Pontuação 

ponderada 
DockScore DockQ 

ClusPro-1 118 B -883,3 0,9368 0,894 

ClusPro-2* 99 B -565,3 0,6902 0,036 

ClusPro-3 99 B -565,3 0,937 0,881 

- 86 IE -576,7 0,9368 0,894 

- 63 IH -558,2 0,6905 0,894 

- 50 vdW -586,3 0,8951 0,893 

Fonte: elaborado pelo autor. As cores que estão colorindo os nomes dos complexos são a mesmas utilizadas 

nos gráficos de RMSD. Os modelos obtidos pelos ClusPro foram avaliados quanto ao tamanho dos clusters e a 

pontuação ponderada fornecida. Os modos de ligação de boa qualidade, aferida pelo DockQ, foram obtidos 

através dos modelos de pontuação balanceado (B), favorecendo interações eletrostáticas (IE), favorecendo 

interações hidrofóbica (IH) e favorecendo forças de van der Waals. Cinco estruturas de alta qualidade foram 

produzidas, segundo o DockQ, das quais duas, denominadas ClusPro-1 e ClusPro-3, foram submetidas a DM 

com aquecimento. *ClusPro-2 e ClusPro-4 (não listado), representantes de estruturas docadas incorretamente, 

segundo o DockQ, foram utilizados como controles negativos. 

 

Para realização das DM com aquecimento, dois modelos de alta qualidade 

gerados por cada método foram utilizados como controles positivos e dois modelos gerados 

por ambos que pontuaram mal no DockQ, como controles negativos. Os respectivos 

resultados para variação do RMSD desses modelos e da estrutura cristalográfica estão 

ilustrados pela Figura 17. As simulações foram eficazes na distinção das estruturas corretas. 

Todas aquelas que pontuaram bem no DockQ mantiveram seu RMSD e iRMS abaixo do 

valor de corte ao decorrer simulação; já os controles negativos apresentaram variações bem 

superiores. Dessa forma, a metodologia de DM obteve uma taxa de acerto de 100% para esse 

complexo. 

 A importância da realização dessa etapa de validação para o método de 

docking é exacerbada pelo fato de que não existem dados estruturais sobre as interações 

envolvendo o pidilizumabe. Os testes realizados nos dois complexos supracitados permitiram 

concluir que: os programas de docking HADDOCK e ClusPro são capazes de produzir 

modelos de alta qualidade para complexos proteína-proteína, mas seus algoritmos de 

pontuação são, muitas vezes, insuficientes para identificar quais estruturas, dentre centenas 
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de modelos produzidos, são de fato as mais apropriadas, um problema que é considerado um 

dos maiores desafios no campo do docking molecular  (KROVAT; STEINDL; LANGER, 

2005); a classificação feita pelo DockScore é capaz, em linhas gerais, de identificar modelos 

incorretos, embora seja ineficiente em realizar um ranqueamento preciso dos bons modelos, 

tendo uma performance compatível com os achados de Moal e colaboradores (2013); as 

simulações de DM com aquecimento propostas por Radom e colaboradores (2018) foram 

eficazes na identificação dos modelos mais próximos ao complexo nativo, mas não 

eliminaram completamente a ocorrência de falsos positivos. 

A surpreendente termoestabilidade de modos de ligação considerados 

incorretos pelo DockQ, a exemplo de ClusPro2 no complexo PD-1/PD-L1, capazes de manter 

uma variação baixa do RMSD mesmo a temperaturas muito elevadas, considerando o 

contexto biológico, pode sinalizar para a presença de tais estruturas dentro do funil na 

superfície de energia de livre do sistema, e sua difusão para conformações corretas durante o 

tempo de simulação (RADOM; PLÜCKTHUN; PACI, 2018).  

 

Figura 17 - Variação do RMSD do cristal 5B8C e das estruturas resultantes do docking 

computacional entre o PD-1 e o Fv do mAb pembrolizumabe durante simulações de DM com 

aquecimento 

Fonte: elaborado pelo autor. Em (A) estão os valores de RMSD para a estrutura global dos complexos e em (B) 

estão colocadas as variações do iRMS. As simulações foram conduzidas por 30 ns a 310 K, por 12,5 ns a 330 

K e a 360 K e por 15 ns a 390. A linha preta corresponde ao RMSD do cristal 5B8C. Os valores acima de 0,50 

nm estão dessaturados. 

 

4.3 Docking dos scFvs à PD-1 e DLL1 
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Seguiu-se utilizando a metodologia referente ao HADDOCK para realizar 

uma primeira rodada de dockings entre os scFvs e seus possíveis ligantes. Foi feito o uso 

integrado das pontuações fornecidas pelo HADDOCK e DockScore para selecionar os três 

melhores modelos para cada scFv, que estão listados na Tabela 10. Vale ressaltar que o 

DockQ não foi utilizado para essa etapa, visto que é uma ferramenta intrinsícamente ligada 

a validação e necessita de uma estrutura cristalográfica de referência para avaliar a qualidade 

do docking. Para simplificar a denominação dos modelos, os complexos entre os scFvs com 

os peptídeos ligantes de 10, 12 e 15 resíduos de comprimento e o receptor PD-1 foram 

nomeados de complexos P10-PD1, P12-PD1 e P15-PD1, respectivamente; já os modelos que 

utilizam esses scFvs, na mesma ordem, mas com a proteína DLL1, foram chamados de P10-

DLL1, P12-DLL1 e P15-DLL1, respectivamente. Parâmetros como o RMSD, tamanho do 

cluster, e as demais métricas fornecidas pelo programa não são per si suficientes para aferir 

quais estruturas são próximas as nativas. 

 

Tabela 10 - Estruturas resultantes do docking entre PD-1 e os três scFvs utilizando o 

HADDOCK 

Complexo Modelo 
Tamanho do 

cluster 
RMSD (Å) 

Pontuação 

do 

HADDOCK  

Escore-Z 
Dock 

Score 

P10-PD1 

P10-PD1-1 5 3,5 -73,0 -1,7 0,932 

P10-PD1-2 5 3,5 -73,0 -1,7 0,910 

P10-PD1-3 8 14,4 -66,2 -1,0 0,879 

P12-PD1 

P12-PD1-1 18 14,6 -65,7 -1,3 0,907 

P12-PD1-2 18 14,6 -65,7 -1,3 0,820 

P12-PD1-3 18 11,3 -56,8 -0,7 0,748 

P15-PD1 

P15-PD1-1 17 9,9 -76,9 -2,1 0,856 

P15-PD1-2 5 9,0 -58,0 -1,1 0,753 

P15-PD1-3 5 11,5 -24,8 0,6 0,752 

Fonte: elaborado pelo autor. As cores que estão colorindo o nome dos complexos são as mesmas utilizadas nos 

gráficos de RMSD. Os modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o tamanho do 

cluster produzido, o seu RMSD, dado em ångströms (Å), a pontuação do HADDOCK e o Escore-Z. Os modelos 

listados também foram selecionados, dentre os demais, através dos valores de DockScore.  
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Levando em consideração os valores altos de RMSD e da pontuação do 

HADDOCK, e tendo em mente que os dados utilizados para guiar o docking pelo 

HADDOCK foram preditos computacionalmente, considerou-se apropriada a realização de 

uma segunda rodada de docking utilizando o ClusPro, da qual foram extraídas as melhores 

estruturas correspondentes a todos os quatro modelos de pontuação do programa ï ou seja, 

as que obtiveram melhores valores para a pontuação ponderada. Além do modelo 

cristalográfico já considerado para PD-1 (2M2D), foram utilizadas outras 4 estruturas para 

tal receptor, gerando, ao final do docking, 60 modelos para complexos entre o PD-1 e os 

scFvs. As estruturas, alinhadas utilizando o programa Chimera, demonstraram uma alta 

variabilidade; além da avaliação das métricas do ClusPro, foi realizada uma inspeção visual 

visando selecionar os modelos com maior similaridade de modo de ligação para realização 

da DM (Tabela 11).  

 

Tabela 11 - Exemplos de modelos resultantes do docking entre diversas estruturas 

cristalográfica do PD-1 e os scFvs com o servidor ClusPro 

Complexo Modelo 
Cristal do PD-1 

utilizado  

Tamanho do 

cluster 

Pontuação 

ponderada 

P10-PD1 P10-PD1-ClusPro 4ZQK 176 -574,3 

P12-PD1 P12-PD1-ClusPro 5GGS 117 -512,3 

P15-PD1 P15-PD1-ClusPro 5B8C 117 -538,4 

Fonte: elaborado pelo autor. As cores que estão colorindo os nomes dos complexos são a mesmas utilizadas 

nos gráficos de RMSD. Os modelos foram obtidos pelos ClusPro utilizando o modelo de pontuação 

balanceado. 

 

Os doze modelos resultantes dessas duas metodologias de docking 

computacional ï isto é, nove estruturas obtidas pelo HADDOCK e três pelo ClusPro - foram 

submetidos à DM com aquecimento. Os resultados, ilustrados pela Figura 18, evidenciaram 

que todos os complexos tiveram uma alta variação de RMSD e iRMS, nenhum destes 

mantendo valores abaixo da linha de corte estabelecida. Os altos valores de iRMS são 

indicativos da dissociação dos complexos (OH; CONSTA, 2017), fato que pôde ser 

comprovado pela visualização das trajetórias utilizando o software VMD. 

 

 

 



72 

 

Figura 18 - Variação do RMSD das estruturas resultantes do docking computacional entre o 

PD-1 e os scFvs produzidos por modelagem comparativa durante simulações de DM com 

aquecimento 

 

Fonte: elaborado pelo autor. Em A estão os valores de RMSD para a estrutura global dos complexos e em B 

estão colocadas as variações do iRMS. Os valores acima de 0,50 nm estão dessaturados, os pontos representam 

estruturas obtidas pelo HADDOCK, e as linhas, estruturas obtidas no ClusPro. Os valores elevados e 

inconstantes do RMSD e iRMSD em todos os complexos indicam o desprendimento das proteínas causado pela 

ausência de interações. De fato, é possível visualizar a ausência de interações na reprodução da trajetória pelo 

VMD. 

 

O processo de desenvolvimento do anticorpo monoclonal pidilizumabe não 

levou em conta sua especificidade da interação, mas sim sua capacidade de suscitar uma 

resposta desejada (HARDY et al., 1994). Mesmo com a utilização do mesmo em diversos 

testes clínicos que alegavam que tal mAb correspondia a um anticorpo anti-PD-1 (PHILIPS; 

ATKINS, 2014), apenas em 2018 foram divulgadas as primeiras informações que essa 

proteína interagia primariamente com DLL1 (STENNER; RENNER, 2018). Não obstante, 

não há na literatura, até o momento, quaisquer trabalhos que elucidem as interações, se 

existentes, entre tal anticorpo e a PD-1. Portanto, este é o primeiro estudo estrutural a elucidar 

que o pidilizumabe, dentro dos modelos de docking validados aqui citados, não interage com 

a PD-1. Tal informação é de suma importância para a melhor compreensão das vias inibidas 

a partir da utilização desse mAb e das consequências biológicas por trás dessa inibição.  

O mesmo processo foi replicado para os complexos entre os scFvs e DLL1. 

Os modelos obtidos pelo HADDOCK foram selecionados com auxílio das pontuações 

fornecidas pelo próprio programa de docking e pelo DockScore, e estão listados na Tabela 
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12.  

 

Tabela 12 - Estruturas resultantes do docking entre DLL1 e os três scFvs utilizando o 

HADDOCK 

Complexo Modelo 
Tamanho 

do cluster 
RMSD (Å) 

Pontuação 

do 

HADDOCK  

Escore-Z 
Dock 

Score 

P10-DLL1 

P10-DLL1-1 7 0,90 -108,9 -2,5 0,907 

P10-DLL1-2 7 0,90 -108,9 -2,5 0,802 

P10-DLL1-3 7 0,90 -108,9 -2,5 0,797 

P12-DLL1 

P12-DLL1-1 6 13,0 -100,6 -2,4 0,936 

P12-DLL1-2 6 13,0 -100,6 -2,4 0,869 

P12-DLL1-3 6 13,0 -100,6 -2,4 0,847 

P15-DLL1 

P15-DLL1-1 4 1,2 -74,4 -1,1 0,845 

P15-DLL1-2 6 24,2 -80,6 -1,4 0,815 

P15-DLL1-3 7 22,9 -54,1 -0,2 0,805 

Fonte: elaborado pelo autor. Os modelos produzidos a partir do HADDOCK foram avaliados segundo o 

tamanho do cluster produzido, o seu RMSD, dado em ångströms (Å), a pontuação do HADDOCK e o Escore-

Z. Os modelos listados também foram selecionados, dentre os demais, através da classificação pela avaliação 

das pontuações do HADDOCK e do DockScore. Valores iguais de pontuação do HADDOCK são referentes a 

estruturas oriundas do mesmo cluster. 

 

Assim como foi feito para as estruturas anteriores, um novo docking utilizando 

o ClusPro foi realizado; entretanto, como existe apenas um cristal para a proteína DLL1, o 

mesmo foi utilizado juntamente aos três scFvs, totalizando doze modos de ligação obtidos 

nesta etapa - considerando os quatro modelos de pontuação fornecidos pelo servidor ï que 

foram selecionados através da mesma metodologia descrita nos complexos envolvendo PD-

1. Tais estruturas estão listadas na Tabela 13. 
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Tabela 13 - Exemplos de modelos resultantes do docking entre a proteína DLL1 e os scFvs 

utilizando o servidor ClusPro 

Complexo Modelo 
Cristal do DLL1 

utilizado  

Tamanho do 

cluster 

Pontuação 

ponderada 

P10-DLL1 P10-DLL1-ClusPro 4XBM 80 -680,7 

P12-DLL1 P12-DLL1-ClusPro 4XBM 107 -635,2 

P15-DLL1 P15-DLL1-ClusPro 4XBM 97 -791,5 

Fonte: elaborado pelo autor. Os modelos foram obtidos pelos ClusPro utilizando o modelo de pontuação 

balanceado. 

 

Figura 19 - Variação do RMSD das estruturas resultantes do docking computacional entre 

DLL1 e os scFvs produzidos por modelagem comparativa durante simulações de DM com 

aquecimento 

 

Fonte: elaborado pelo autor. Em A estão os valores de RMSD para a estrutura global dos complexos e em B estão 

colocadas as variações do iRMS. Os valores acima de 0,50 nm estão dessaturados, os pontos representam estruturas 

obtidas pelo HADDOCK, e as linhas, estruturas obtidas no ClusPro. Os complexos denominados P10-DLL1-

ClusPro e P12-DLL1-3 foram os que se mantiveram mais estáveis ao longo do aquecimento. 

 

As simulações com aquecimento foram realizadas com essas doze estruturas 

e os valores para o RMSD total e da interface podem ser encontrados na Figura 19. Duas 

estruturas apresentaram maior termoestabilidade durante a DM: P10-DLL1-ClusPro e P12-

DLL1-3 (a partir de agora referidas apenas como P10-DLL1 e P12-DLL1). Apesar da 

primeira ter concluído a simulação com RMSD acima do corte pré-estabelecido, sua variação 
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total média manteve-se próxima a 0,5 nm, motivo pelo qual optou-se por continuar com as 

duas estruturas para realização de simulações mais extensas.  

Vale ressaltar que os fragmentos de anticorpo foram posicionados em sítios 

diferentes do DLL1 dentro desses complexos: enquanto em P10-DLL1 o scFv interage com 

a região C2, em P12-DLL1 a interação ocorre na transição entre C2 e o domínio de ligação 

ao antígeno CSL. Uma vez que a atração eletrostática, particularmente as interações carga-

carga específicas na interface de interação, desempenha um papel importante no 

reconhecimento molecular (GABB; JACKSON; STERNBERG, 1997), foi feita a análise do 

perfil eletrostático nas regiões em que os scFvs foram docados (Figura 20).  

No complexo com P10, não pode ser visualizada uma complementaridade de 

cargas entre as proteínas: enquanto a superfície de DLL1 está mais próxima da neutralidade, 

os resíduos da interface do scFv estão carregados positivamente ou não carregados; isso pode 

indicar que não existem forças atrativas ou repulsivas resultantes dessa interação. Já em P12-

DLL1, existem, em alguns pontos da interface, regiões de encaixe entre cargas opostas, que 

podem favorecer a formação de interações eletrostáticas (EXNER; KEIL; BRICKMANN, 

2002). 

 

Figura 20 - Análise do perfil eletrostático das interfaces de interação scFv-DLL1 

Fonte: elaborado pelo autor. Os complexos P10-DLL1 (laranja) e P12-DLL1 (amarelo) foram alinhados sobre 

a estrutura de DLL1 (cinza), utilizando o programa Chimera. As superfícies eletrostáticas estão ilustradas em 

um intervalo de -3 a 3 kT/e, com as cargas negativas coloridas em vermelho e cargas positivas em azul. 
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As informações obtidas através do docking dessas moléculas são 

imprescindíveis para guiar os estudos de mutagênese e orientar as aplicações no desenho de 

fármacos (DE RUYCK et al., 2016). Não obstante, para avaliar qual dos dois modos de 

ligação propostos para os scFvs é o mais provável de acontecer em um ambiente a condições 

fisiológicas e elucidar parâmetros como a estabilidade dos complexos, simulações de 

dinâmica molecular foram utilizadas. 

 

4.4 Dinâmica molecular dos complexos P10-DLL1  e P12-DLL1  

 

Simulações de DM foram utilizadas na obtenção de detalhes atomísticos das 

interações dinâmicas entre as moléculas que contribuem para a estabilidade e função das 

proteínas (CHILDERS; DAGGET, 2017). Dentre as análises realizadas, a avaliação da 

variação do desvio quadrático médio das coordenadas atômicas após a superimposição de 

um conjunto de estruturas é a escolha mais comum para quantificar diferenças nas estruturas 

e dinâmicas macromoleculares (SARGSYAN; GRAUFFEL; LIM, 2017). Por isso, o estudo 

do RMSD é comumente usado em análises de trajetórias de dinâmica molecular para 

estabelecer o período de equilíbrio e a qualidade das simulações, e para rastrear alterações 

dinâmicas após a modificação de proteínas (LEE; QI; IM, 2015). 

A Figura 21 ilustra a variação do RMSD dos componentes do complexo P10-

DLL1: em 1 está o scFv com peptídeo ligante de 10 resíduos de aminoácidos; em 2 está o 

alvo DLL1; e em 3, estão os átomos da interface entre esses dois componentes. A análise dos 

gráficos permite afirmar que os RMSDs do fragmento de anticorpo e do DLL1 estabilizaram-

se por volta de 0,4 e 0,5 nm, respectivamente, após os primeiros nanossegundos de 

simulação; este último sofreu uma maior variação por volta dos 120 ns da segunda replicata, 

mas logo retornou ao valor de equilíbrio.  

A interface da interação scFv-antígeno apresentou uma maior variação na 

replicata 2, com um aumento do RMSD sendo identificada nos últimos 50 ns de simulação. 

Tomando esse dado em conjunto com a diminuição da área de superfície acessível ao 

solvente nessa mesma simulação (Figura 22), infere-se que tal variação está associada ao 

deslocamento da interface para uma conformação mais coesa, e não a uma instabilidade no 

complexo. Não obstante, enquanto a replicata 1 apresentou um sútil aumento de iRMS nos 

últimos nanossegundos da DM, o iRMS da replicata 3 teve valor praticamente constante que, 

ao longo de toda a simulação, variou em torno de 0,5 nm.  
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Figura 21 - Variações no RMSD do scFv, do ligante e da interface do complexo P10-DLL1 

em função do tempo de simulação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. Na imagem, (A) ilustra o RMSD do scFv; (B) o RMSD do DLL1; e (C) o iRMS 

do complexo P10-DLL1. As linhas coloridas em tons de vermelho são representativas das replicatas 1, 2 e 3, 

respectivamente. 

 

Os valores de SASA em ambos os complexos variou em torno de 210 nm² ao 

longo do tempo simulado, demonstrado a boa estabilidade dos mesmos (Figura 22). Também 

foi feita a comparação da SASA de DLL1 em sua forma não ligada com o mesmo nos 

sistemas com P10 e P12, o que resultou na constatação que a interação ao scFv pouco alterou 

a sua área superficial acessível. Porém, vale ressaltar que a tendência de dimuinção de SASA 

previamente constatada na replicata 2 do complexo P10-DLL1 também foi observada na 

análise isolada de DLL1 nesse sistema, reiterando a hipótese do aumento do iRMS estar 

associado a um deslocamento para uma conformação que maximiza a interface scFv-

antígeno e reduz a acessibilidade ao solvente.  
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Figura 22 ï Área de superfície acessível ao solvente nos complexos scFv-antígeno e no 

alvo DLL1 

Fonte: elaborado pelo autor. Os gráficos A e B correspondem a variação da área superficial total acessível ao 

solvente nos sistemas P10-DLL1 (tons de vermelho) e P12-DLL1 (tons de verde), respectivamente. Já os C, D 

e E ilustram essa variação para o ligante DLL1, onde no primeiro está o ligante livre (tons de amarelo), no 

segundo está o mesmo em complexo à P10, e, no terceiro, em complexo à P12.  

 

Na Figura 23, é possível visualizar a variação do RMSD dos componentes do 

complexo P12-DLL1. Para esse sistema, todos os valores de RMSD apresentaram pouca 

variação ao longo dos 250 ns simulados, a exceção do iRMS na replicata 2, que, apesar de 

ter se mantido estável por volta de 0,5 nm durante grande parte da DM, teve um súbito 

aumento nos últimos 50 ns. Essa alta do iRMS foi acompanhada do aumento da SASA nesse 
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sistema, o que pode ser indicativo da dissociação do complexo. No entanto, tal evento não 

pôde ser observado na reprodução da trajetória no VMD, tornando necessárias simulações 

mais extensas que comprovem a tendência a dissociação. Nas demais repetições, o iRMS 

permaneceu estável em aproximadamente 0,5 nm durante toda a simulação. Ademais, o 

RMSD do scFv em todas as replicatas manteve-se próximo a média de 0,35 nm. Já o do 

ligante cercou o valor de 0,5 nm. 

 

Figura 23 - Variações no RMSD do scFv, do ligante e da interface do P12-DLL1 em função 

do tempo de simulação 

Fonte: elaborado pelo autor. Na imagem, (A) ilustra o RMSD do scFv; (B) o RMSD do ligante; e (C) o iRMS 

do complexo P12-DLL1. As linhas coloridas em tons de verde são representativas das replicatas 1, 2 e 3, 

respectivamente. 

 

O comportamento observado nas Figura 21 e 23 está de acordo com os 

achados reportados em outros estudos de dinâmica molecular. É comum verificar um 

momento inicial em que o RMSD aumenta ao longo do tempo, fato associado ao relaxamento 

do sistema. Os valores de RMSD passam a ser praticamente estacionários apenas quando é 

atingido um platô, e então é possível afirmar que o sistema alcançou o equilíbrio (STELLA; 
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MELCHIONNA, 1998). Esse comportamento é esperado mesmo em sistemas devidamente 

equilibrados previamente a dinâmica de produção, já que os mesmos estão em movimento e 

as posições dos átomos estão constantemente mudando, espera-se que RMSD aumente 

inicialmente (MELCHIONNA; FALCONI; DESIDERI, 1998).  

Entretanto, o fato de que existiu um incremento nos valores de iRMS em certas 

repetições da DM, tanto para complexo que envolve P10 quanto para aquele com P12, nos 

últimos nanossegundos de simulação leva a conclusão de que o platô de RMSD pode não ter 

sido atingido, revelando a necessidade da realização de simulações mais extensas. No caso 

do sistema P12-DLL1, o aumento do tempo simulado poderá permitir observar: se o aumento 

do iRMS observado foi, de fato, indício da dissociação completa neste complexo; e se o 

comportamento observado na segunda replicata está relacionado a um evento isolado, ou se 

há uma tendência à dissociação também nas demais repetições. 

Uma das limitações da análise com RMSD é que ela não revela as regiões 

localmente mais flexíveis das macromoléculas (SARGSYAN; GRAUFFEL; LIM, 2017). 

Isto significa que a avaliação deste parâmetro não permite distinguir entre uma proteína com 

algumas regiões muito rígidas e outras muito flexíveis de um polipeptídio em que todas as 

regiões são semiflexíveis (MARTÍNEZ, 2015). Para identificar a flutuação individual média 

de cada resíduo e calcular a flexibilidade local do scFv e do antígeno, foi feita a análise por 

RMSF. 

A Figura 24 mostra a flutuação média dos CŬ dos res²duos de amino§cidos 

que compõe P10 e P12, quando complexados à DLL1, dando destaque para as regiões de 

CDR e para o peptídeo ligante flexível. Os resíduos da replicata 3 referentes ao complexo 

P10-DLL1 apresentaram uma flutuação superior as outras duas replicatas, que, por sua vez, 

comportaram-se de forma muito semelhante. No complexo P12-DLL1, todas as repetições 

apresentaram um perfil de RMSF praticamente idêntico. 

De maneira geral, as CDRs das cadeias leves nas duas estruturas foram as 

regiões de menor variação, podendo indicar que os resíduos presentes nessas regiões estão 

envolvidos ativamente na interação. Não obstante, os aminoácidos que fazem parte dos 

peptídeos ligantes foram os que apresentaram maior flutuação média, o que é esperado dado 

o alto conteúdo de glicinas nessas alças. 
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Figura 24 - Flutuação dos resíduos dos scFvs P10 e P12 nos complexos com DLL1 

Fonte: elaborado pelo autor. Na imagem, A e B ilustram os RMSFs dos CŬ nos resíduos dos scFvs P10 

(replicatas em tons de vermelho) e P12 (replicatas em tons de verde) quando complexados à DLL1. As regiões 

correspondentes aos peptídeos ligantes flexíveis estão marcadas em cinza nos gráficos. Já os CDRs foram 

coloridos de acordo com o código de cores estabelecido na Figura 13, com CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3, CDR-

L1, CDR-L2 e CDR-L3 em tons de vermelho, verde, azul, amarelo, rosa, e laranja, respectivamente. 

 

Na Figura 25, foram indicadas as flutuações dos resíduos do DLL1 (A) em 

sua forma não ligada (B), em complexo com o scFv com peptídeo ligante de 10 resíduos de 

aminoácidos (C) e em complexo com o scFv com 12 resíduos no conector (D). Assim como 

a flutuação do scFv na replicata 3 do complexo P10-DLL1 foi superior à das demais 

replicatas, o mesmo foi observado para flutuação dos resíduos do antígeno. O DLL1 presente 

em complexo à P10 apresentou redução no RMSF na al­a ɓ3-ɓ4; já quando complexado à 

P12, tal diminuição ocorreu principalmente nas alças ɓ2-ɓ3 e ɓ5-ɓ6. Tais regiões estão 

envolvidas nas interações. 

  Os resultados encontrados indicaram uma baixa flutuação média geral nos 

resíduos presentes dentro das regiões determinantes de complementariedade. A exceção de 

uma das replicatas do complexo P10-DLL1, todas as repetições apresentaram resultados 

muito semelhantes. Os valores mais altos de RMSF encontrados na replicata 3 de P10-DLL1 

podem indicar uma flutuação na estrutura inteira ou podem refletir apenas grandes 

deslocamentos de um pequeno subconjunto estrutural dentro de uma estrutura geral mais 

rígida (MARTÍNEZ, 2015). Já no ligante, as regiões de maior flexibilidade em todos os casos 

foram o domínio DSL e a alça que conecta as fitas entre as duas folhas ɓ1 e ɓ2 que compõe 

o domínio C2. 
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Figura 25 - Flutuação dos resíduos do DLL1 livre e em complexo com P10 e P12 

Fonte: elaborado pelo autor. Na imagem, A ilustra o arranjo de duas folhas-ɓ de quatro fitas que formam o 

domínio C2; a direita, as fitas correspondentes estão marcadas em vermelho na estrutura 3D. B, C e D 

representam os valores de RMSF referente aos CŬ dos resíduos de DLL1 em sua forma livre (replicas em tons 

de amarelo) e nos complexos com P10 (tons de vermelho) e P12 (tons de verde), respectivamente.  
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O enovelamento adequado de macromoléculas biológicas está entre os 

principais problemas encontrados pela biologia molecular e biofísica. A correlação entre a 

taxa de enovelamento e os parâmetros que refletem a compactação de uma estrutura proteica 

pode ser encontrada em diversas classes de proteínas, e revelam o papel do raio de giro como 

uma medida da compactação de tais macromoléculas (LOBANOV; BOGATYREVA; 

GALZITSKAYA, 2008). Desta forma, o Rg está relacionado à forma global da molécula de 

proteína e reflete a propagação espacial da massa proteica (LIKIC et al., 2005). 

A análise do Rg dos scFvs nos dois complexos revelou que tais estruturas não 

progridem para uma estrutura mais compacta nem, tampouco, tendem a desnaturação ao 

longo da simulação, mas mantém valores estáveis próximos a 1,80 nm durante os 250 ns de 

DM (Figura 26). Tal fato é reiterado pela análise do Rg nos eixos x, y e z, onde quaisquer 

alterações em um dos eixos é imediatamente compensada por modificações nos demais de 

forma a manter uma média estável (Apêndice F).  

Um tipo de interação intramolecular crucial em proteínas globulares é a 

interação hidrofóbica. Tais interações, estabelecidas entre os aminoácidos não polares, 

garantem a estabilidade das proteínas globulares em solução, protegendo os resíduos não 

polares em núcleos hidrofóbicos, longe do ambiente aquoso (PACE et al., 1996). O processo 

de desnaturação resulta no desenovelamento da proteína que, inevitavelmente, expõe seu 

núcleo hidrofóbico ao solvente, resultando no incremento da área superficial acessível ao 

solvente (ZHANG; LAZIM, 2017). Os valores de Rg e SASA (Figura 22) confirmam a 

manutenção das estruturas nativas. 

 

Figura 26 - Variação do raio de giro total nos complexos P10-DLL1 e P12-DLL1 

Fonte: elaborado pelo autor. Os gráficos A e B são representativos do raio de giro total nos complexos P10-

DLL1 (tons de vermelho) e P12-DLL1 (tons de verde), respectivamente. Os valores de Rg em ambos os 

complexos se mantiveram estáveis e próximos a 1,80 nm ao longo do tempo simulado. 
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As ligações de hidrogênio têm um papel proeminente na formação da estrutura 

secundária e na estabilização da estrutura terciária devido às interações entre partes da 

proteína que estão distantes em sequência. Assim, elas estabilizam estruturalmente grandes 

partes das proteínas (GOHLKE; KUHN; CASE, 2004). Além disso, tais interações 

representam um ponto-chave no reconhecimento e especificidade molecular para formação 

de complexos proteicos (KURODA; GRAY, 2016). 

 

Figura 27 - Variação do número total de ligações de hidrogênio totais em função do tempo 

nos complexos de P10 e P12 com DLL1 

Fonte: elaborado pelo autor. Os gráficos ilustram a variação do número total de ligações de hidrogênio ao longo 

da simulação. Enquanto em A encontram-se os valores obtidos para o complexo P10-DLL1, em B estão os 

obtidos para o complexo P12-DLL1.  

 

  Em ambos os complexos, há uma tendência geral a estabilização do número 

total de ligações de hidrogênio, onde ligações quebradas e formadas somam um valor médio 

próximo a 260 durante os 250 ns de simulação (Figura 27). Não obstante, o número médio 

de ligações de hidrogênio presentes na interface de interação do complexo contendo P12 é 

superior a tal valor para o complexo P10-DLL1: enquanto neste a média é de 3 ligações 

hidrogênio, naquele a média é de 8 ligações (Figura 28). Essa diferença era previamente 

esperada diante da maior complementariedade eletrostática observada na interface ente P12 

e DLL1. Tais interações encontradas nas interfaces de ambos os complexos são fonte de 

energia livre favorecendo o estabelecimento da ligação (XU; TSAI; NUSSINOV, 1997). 
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Figura 28 - Variação da quantidade de ligações de hidrogênio na interface dos complexos 

P10-DLL1 e P12-DLL1 em função do tempo 

Fonte: elaborado pelo autor. Os gráficos ilustram a variação do número de ligações de hidrogênio envolvendo 

apenas os resíduos da interface da interação ao longo da simulação. Em A encontram-se os valores obtidos para 

o complexo P10-DLL1 e em B estão os obtidos para o complexo P12-DLL1.  

 

Enquanto as ligações de hidrogênio parecem ser fundamentais para a 

manutenção da interação no complexo P12-DLL1, as pontes salinas aparecem com 

prevalência no complexo P10-DLL1 (Figura 29). As pontes salinas são avaliadas pela 

distância entre átomos doadores (Nɕ da lisina; Nɕ, Nɖ1 e Nɖ2 da arginina; Nŭ1 e NŮ2 da histidina; 

e o N-amida presente na extremidade aminoterminal) e aceptores (OŮ1 e OŮ2 do ácido 

glutâmico; Oŭ1 e Oŭ2 do ácido aspártico; e os dois átomos oxigênio do grupo carboxil presente 

na extremidade carboxiterminal), que deve ser menor ou igual a 0,4 nm (BARLOW; 

THORNTON, 1983). 

Apesar de, a princípio, não ter sido verificada evidência de uma 

complementaridade de cargas na interface de P10-DLL1, a realização de simulações de 

dinâmica molecular all-atom pode levar a uma redistribuição de cargas que tem profundo 

efeito sobre as dinâmicas de interação (CHEHELAMIRANI; TANG, 2017). Na interface do 

sistema P10-DLL1, foram evidenciadas a formação de cinco pontes salinas: duas destas 

partem do mesmo resíduo de ácido glutâmico do alvo (Glu10), mas interagem com resíduos 

de lisina diferentes no scFv (Lys12 e Lys169); outras duas lisinas, desta vez do DLL1 (Lys14 

e Lys15), interagem com Glu232 do scFv.  

A interação entre Glu10 do DLL1 e Lys12 do scFv aparenta ter caráter 

transiente na replicata 1, mas se mantêm de forma satisfatória a partir dos 100 ns de simulação 

na replicata 2 e durante toda a replicata 3. Já aquela formada entre Glu10 e Lys169, apesar 

de ser recorrente apenas em duas das repetições, se mantém de forma consideravelmente 
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estável nas mesmas. A ponte salina formada entre Glu232 do fragmento de anticorpo e Lys14 

do ligante permanece estável entre os 50 ns e 175 ns de simulação, mas é rompida ao fim da 

mesma. Quatro das cinco pontes salinas identificadas envolvem resíduos presentes na cadeia 

leve do scFv, fato que pode ser correlacionado a menor flutuação dessa região identificada 

pela análise de RMSF. 

 

Figura 29 - Distância entre os átomos doadores e aceptores dos resíduos formadores de pontes 

salinas na interface do complexo P10-DLL1  

Fonte: elaborado pelo autor. Os gráficos mostram a distância entre os átomos doadores e aceptores dos resíduos 

que formam pontes salinas na interface de interação do complexo P10-DLL1. Em A, encontra-se o par de 

resíduos Glu10, do DLL1, e Lys12, do scFv; em B, o mesmo ácido glutâmico do ligante interage com a Lys169 

do scFv; em C, Glu208 do fragmento de anticorpo é pareado a Lys166 do DLL1; e em D, Glu232 do scFv 

interage em uma das repetições com Lys14, e em outra com Lys15. Os diferentes tons de vermelho ilustram as 

diferentes replicas de simulação, e em D, símbolos diferentes foram designados para cada interação estabelecida 

a partir de Glu232. 

 

Um estudo estatístico sobre a presença de ligações hidrogênio e pontes salinas 

em 319 interfaces de interação proteína-proteína de complexos determinados 

experimentalmente depositados no PDB demonstrou que o número médio de pontes salinas 
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por interface é igual a dois (XU; TSAI; NUSSINOV, 1997). As pontes salinas encontradas 

na interface do complexo P10-DLL1, portanto, superam tal média, e podem ser consideradas 

preponderantes a manutenção da especificidade e estabilidade na mesma. No complexo P12-

DLL1, em contrapartida, apenas uma ponte salina transiente foi encontrada na interface. A 

interação, formada a partir do par de resíduos Glu10 do ligante e Lys12 do scFv, consegue 

se manter de maneira oscilante apenas durante os primeiros 125 ns de simulação. Tal 

informação foi retirada da Figura 30. 

 

Figura 30 - Distância entre os átomos doadores e aceptores dos resíduos formadores 

de pontes salinas na interface do complexo P12-DLL1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. O gráfico mostra a distância entre os átomos doadores e aceptores dos 

resíduos que formam a ponte salina entre os resíduos Glu10 e Lys12 na interface de interação do 

complexo P12-DLL1. Os diferentes tons de verde ilustram as diferentes replicas de simulação. 

 

A energia total calculada para os dois complexos comprovou a validade física 

das simulações, uma vez que tais valores não demonstraram grandes variações ao longo do 

tempo (Apêndice G). Não obstante, os valores substancialmente mais negativos de energia 

para o complexo P10-DLL1 em detrimento ao complexo P12-DLL1 forneceram os primeiros 

indícios da maior estabilidade do mesmo. No intuito de elucidar de forma mais assertiva o 

modo de ligação mais favorável ao scFv no seu ligante, foram calculadas as energias livres 

de ligação em todas as replicatas dos dois complexos fazendo uso do método MM/PBSA. 

MM/PBSA é considerado o método mais popular para estimativa de energia 

livre de ligação (ɲGbind) e tem sido usado com sucesso para avaliar as interações proteína-

proteína (KOLLMAN  et al., 2000; ROY et al., 2019). Como o programa GMXPBSA não 

considera o termo entropia nos cálculos de energia livre de ligação, os resultados obtidos são 
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adequados apenas para comparar ligantes semelhantes, como os aqui estudados (ESLAMI et 

al., 2015). Não obstante, exemplos na literatura mostraram que a inclusão do termo entrópico 

nos cálculos de MM/PBSA não melhorou a precisão da predição da energia livre de ligação 

e, portanto, poderia ser negligenciado com segurança (HOU et al., 2011). 

Vale ressaltar que o modo de liga­«o com o menor ȹGbind é aquele 

considerado mais favorável energeticamente (WANG et al., 2001), e no qual a utilização do 

fragmento de anticorpo resultará em efeitos inibitórios mais significativos (ESLAMI et al., 

2015). Os valores para os termos de energia calculados pelo GMXPBSA para as três 

replicatas do complexo contendo P10 podem ser encontrados nos Apêndices H, I e J; já os 

resultados para o sistema com o scFv P12 estão contidos nos Apêndices K, L e M. Um 

sumário dos mesmos pode ser visualizado na Tabela 14. 

 

Tabela 14 ï Energia livre de ligação nos complexos entre os scFvs e DLL1, obtidos pela 

análise por MM/PBSA 

  

  
Contribuições Polares Contribuições não-polares   

Complexo/Replicata 
ȹG 

polar 
ȹG solv, 

polar 
ȹG 

Coul 
ȹG n«o 

polar 
ȹG solv, 

não polar 
ȹG 

vdW 
ȹGbind 

P10-DLL1/1 -21,94 113,66 -135,59 -75,49 -8,35 -67,11 -97,42 

P10-DLL1/2 -23,69 170,51 -194,20 -70,24 -8,78 -61,47 -93,93 

P10-DLL1/3 2,77 77,21 -74,44 -71,19 -7,92 -63,24 -68,42 

P12-DLL1/1 130,55 357,55 -226,99 -99,81 -11,60 -88,2 30,73 

P12-DLL1/2 127,16 329,24 -202,08 -103,75 -11,15 -92,60 23,40 

P12-DLL1/3 113,33 291,03 -177,70 -95,68 -10,70 -85,00 17,65 

Fonte: elaborado pelo autor. Todos os valores de energia livre estão dados em kcal/mol. Quanto mais negativo 

for o ȹG, maior a contribuição do componente ao estabelecimento do complexo. 

 

Os valores encontrados para a ȹGbind no complexo P10-DLL1 são 

consideravelmente melhores que no P12-DLL1, mesmo considerando a margem de erro 

fornecida pelo programa. Os valores positivos para a energia livre de ligação no sistema P12-

DLL1 (30,73 kcal/mol; 23 kcal/mol; 17,65 kcal/mol)  demonstram que o estabelecimento da 

interação entre o scFv com peptídeo ligante de 12 resíduos e o antígeno no modo de ligação 
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obtido pelo HADDOCK é energeticamente desfavorável e, portanto, improvável de ocorrer 

naturalmente. Adicionalmente, as contribuições mais prejudiciais à interação são fornecidas 

pelos termos polares do MM/PBSA (ȹG polar e ȹG de solvata­«o polar).  

Já em P10-DLL1, a energia livre de ligação nas três replicatas é de, 

respectivamente, -97,42 kcal/mol, -93,93 kcal/mol e -68,42 kcal/mol. A análise dos 

resultados mostrou que os termos coulômbicos, de van der Waals e não polares foram os 

mais favoráveis à formação do complexo, enquanto o termo de solvatação polar foi o mais 

prejudicial.   

A partir do uso do MM/PBSA, foi possível elucidar a natureza precisa das 

forças motrizes que levam a interação entre scFv-antígeno. Tendo em vista os valores de 

energia de ligação obtidos juntamente ao incremento do iRMS e da área acessível ao solvente 

na replicata 2 do sistema P12-DLL1, evidencia-se uma forte tendência ao rompimento desse 

complexo. Em contraste, os valores negativos de ȹGbind do complexo P10-DLL1 comprovam 

a coesão da interface entre essas proteínas estabelecida através do iRMS e SASA. Portanto, 

a combinação do docking molecular à DM seguida da análise por MM/PBSA - considerada 

uma abordagem de interesse na modelagem de complexos proteicos (WANG et al., 2001) - 

permitiu identificar o modo de ligação assumido pelo complexo P10-DLL1 como aquele no 

qual a interação entre as duas proteínas é mais energeticamente favorável. 

 

4.5 Mutagênese computacional 

 

A formação do complexo P12-DLL1 não é energeticamente favorável e, por 

conseguinte, é improvável de acontecer naturalmente em sistemas biológicos. Mesmo assim, 

prosseguiu-se com a análise computacional para mutagênese em ambos os complexos, a fim 

de obter estruturas otimizadas que potencialmente obtivessem melhores resultados na análise 

por MM/PBSA. 

A procura pelos hot-spots da interação é uma etapa indispensável na busca da 

otimização dos modelos proteicos analisados. Em três dos métodos utilizados, mutações 

únicas por alanina foram realizadas para avaliar qualitativamente a contribuição de resíduos 

da interface para interação (PAISSONI et al., 2014); dentre estes, o software GMXPBSA 

apresenta o método mais robusto, por fazer os cálculos de ASM em todos os 100 quadros 

obtidos de cada trajetória. As substituições por alanina que produziram valores de diferença 

de energia livre de liga­«o (ȹȹGbind) positivos na análise pelo GMXPBSA têm todos os seus 
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termos de energia descritos nos Apêndices H, I e J para o complexo P10-DLL1; e nos 

Apêndices K, L e M para o sistema P12-DLL1. 

Os resultados para os demais programas podem ser visualizados nos 

Apêndices N e O. Um sumário das análises com o GMXPBSA nas três replicatas do 

complexo P10-DLL1 em conjunto com os produtos obtidos através dos cinco servidores 

usados está ilustrado na Figura 31. Em P10, todos os hot-spots foram identificados dentro 

das regiões de framework, e todos, à exceção do resíduo 165, estão localizados na cadeia 

pesada. O resíduo de número 112 - uma leucina adjacente a CDR3 da cadeia pesada - foi o 

único identificado como hot-spot por todos os métodos. Os aminoácidos leucina, glutamina 

e treonina foram os que apareceram com mais frequência como resíduos de alta importância. 

 

Figura 31 - Hot-spots da interação scFv-antígeno no complexo P10-DLL1 

Nº do 

resíduo 
PREDHS HotRegion Robetta KFC2 DrugScore GP/1 GP/2 GP/3 

9         

11         

41         

43         

91         

92         

93         

95         

110         

112         

114         

165         

Fonte: elaborado pelo autor. GP/1 ï GMXPBSA replicata 1; GP/2 - GMXPBSA replicata 2; GP/3 - 

GMXPBSA replicata 3. Múltiplas metodologias para identificação de hot-spots foram utilizadas a fim de 

aumentar a confiabilidade dos resultados; o empilhamento dos retângulos coloridos - cada um representando 

um método diferente empregado - permite identificar em quais resíduos houve maior consenso entre os 

programas, tais aminoácidos sendo aqueles considerados os mais importantes ao estabelecimento do 

complexo. No complexo P10-DLL1, dois dos mais importantes hot-spots foram os resíduos 93 e 112. 

 

Vale ressaltar que os hot-spots identificados neste complexo não estão 

contidos dentro das CDRs, regiões onde as principais interações com o epítopo antigênico 

devem ser estabelecidas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Não obstante, grande parte 

dos aminoácidos identificados está na interface da interação. Além disso, existem relatos de 
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que alguns aminoácidos presentes em regiões de framework podem participar ativamente da 

interação e contribuir para especificidade de ligação (JEFFREY et al., 1993). Análises mais 

completas de mutação dentro das CDRs podem levar a um melhor entendimento do papel 

desses resíduos para o estabelecimento do complexo. 

No sistema P12-DLL1, onze dos trezes resíduos identificados como hot-spots 

na Figura 32 estão contidos dentro das regiões determinantes de complementariedade. Além 

disso, cinco desses aminoácidos estão na CDR3 da cadeia pesada, o que está concordância 

com o fato dessa região altamente diversa ser a principal determinante da especificidade no 

reconhecimento dos antígenos (XU; DAVIES, 2000). A fenilalanina localizada na posição 

223 - contida na CDR3 da cadeia leve - foi o único resíduo a ser identificado como hot-spot 

em todos os métodos. 

 

Figura 32 - Hot-spots da interação scFv-antígeno no complexo P12-DLL1 

Nº do 

resíduo 
PREDHS HotRegion Robetta KFC2 DrugScore GP/1 GP/2 GP/3 

50         

57         

99         

101         

102         

104         

105         

125         

161         

178         

220         

223         

225         

Fonte: elaborado pelo autor. GP/1 ï GMXPBSA replicata 1; GP/2 - GMXPBSA replicata 2; GP/3 - 

GMXPBSA replicata 3. Cada retângulo é representativo da identificação, através das metodologias indicadas, 

dos resíduos como hot-spots; o reconhecimento de um mesmo resíduos por mais de um programa contribui 

para maior confiabilidade dos resultados. No complexo P12-DLL1, os hot-spots mais recorrentes foram os 

resíduos 101, 102, 161, 220 e 223. 

 

Dentro dos resíduos encontrados em posições de alta importância em P12, o 

aminoácido que aparece com mais frequência é a tirosina, representando 23% do total de hot-

spots. A notória diferença na frequência em que os aminoácidos aparecem como hot-spots e 
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a grande relevância da participação de resíduos de natureza hidrofóbica para o 

estabelecimento de complexos proteína-proteína já havia sido relatada por Bogan e Thorn 

(1998). Nesse contexto, a relevância da tirosina é dada pela sua capacidade de estabelecer 

tanto intera­»es ˊ-aromáticas quanto ligações hidrogênio em seu grupo 4-hidroxil (BOGAN; 

THORN, 1998). 

De posse das informações de quais resíduos são essenciais para o 

estabelecimento dos complexos, e em cuja realização de mutações poderiam acarretar a 

manifestação de efeitos deletérios, seguiu-se com a análise para realização da mutagênese 

computacional. Para obtenção de resultados mais acurados, foi feito o uso combinado de dois 

métodos baseados em diferentes paradigmas e que exploram diferentes características 

estruturais da proteína (CHEN; LIN; CHU, 2013). Enquanto o BeAtMuSiC é baseado em um 

conjunto de potenciais estatísticos adaptados a representação coarse-grained de proteínas 

que permitem uma avaliação rápida de todas as mutações possíveis no complexo, o mCSM-

Ab é um servidor baseado em aprendizado de maquina voltado para avaliação de complexos 

envolvendo anticorpos que faz uso de assinaturas estruturais que modelam as propriedades 

geométricas e físico-químicas da interação (DEHOUCK et al., 2013; PIRES; ASCHER, 

2016).  

Além de fazer uso da estrutura inicialmente docada, também foram 

selecionados os cinco quadros com a menor energia de ligação em cada replicata para análise 

das mutações a fim elucidar os efeitos das alterações nas conformações mais favoráveis 

geradas pelas DM. Tal seleção foi possível através da análise dos resultados obtidos com 

MM/PBSA. Assim, para uma mutação ser considerada benéfica, a mesma deve ser 

considerada favorável por ambos os programas em todas as dezesseis estruturas submetidas 

aos servidores para cada complexo (a estrutura inicial e as cinco de menor energia de cada 

replicata obtidas a partir da DM). 

Na Figura 33, é possível identificar os valores de ȹGbind ao longo dos 100 

quadros calculados pelo GMXPBSA nos dois sistemas. Na replicata 1 do complexo P10-

DLL1, os quadros selecionados foram o 20, 40, 46, 54 e 66; na replicata 2, foram escolhidos 

os quadros 27, 29, 48, 51 e 67; e na replicata 3, foram destacados os quadros de menor energia 

27, 28, 29, 30 e 76.  Já no complexo P12-DLL1, os quadros escolhidos para as repetições 1, 

2 e 3 foram, respectivamente: 73, 74, 75, 82 e 86; 29, 69, 78, 82 e 88; 0, 14, 26, 29 e 43. 
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Figura 33 - Energia livre de ligação ao longo da simulação nos complexos P10-DLL1 e P12-

DLL1 

Fonte: elaborada pelo autor. Os gr§ficos mostram os valores de energia livre de liga­«o (ȹGbind) em função do 

número de quadros extraídos das trajetórias das simulações pelo GMXPBSA. Em A estão os números referentes 

ao complexo P10-DLL1, e em B aqueles que são representativos do complexo P12-DLL1. 

 

Para o complexo contendo o scFv P12, excluindo quaisquer alterações 

sugeridas para os resíduos previamente identificados como hot-spots por pelo menos três dos 

métodos utilizados, não foram encontradas modificações que atendessem os requisitos 

supracitados. Já no sistema P10-DLL1, duas possíveis alterações benéficas foram 

identificadas. A mutação da treonina na posição 91 para triptofano obteve valor de alteração 

de afinidade prevista pelo mCSM-AB (ȹȹG) igual a 0,31 kcal/mol e a mudança no ȹȹGbind 

predita pelo BeAtMuSiC igual a -0,52 kcal/mol, ambos indicando um aumento da afinidade 

associado a mutação.  

 

Tabela 15 ï Mutações benéficas em P10, preditas pelos servidores mCSM-Ab e 

BeAtMuSiC 

Resíduo Mutação ȹȹG (mCSM-Ab) ȹȹGbind (BeAtMuS\iC) 

Thr91 W 0,31 kcal/mol -0,52kcal/mol 

Gln165 

W 0,538 kcal/mol -0,31 kcal/mol 

Y 0,351 kcal/mol -0,38 kcal/mol 

F 0,281 kcal/mol -0,55 kcal/mol 

Fonte: elaborado pelo autor. Enquanto valores positivos de ȹȹG s«o representativos de um ganho 

na afinidade para o servidor mCSM-Ab, valores negativos de ȹȹGbind no BeAtMuSiC são 

indicativos da melhora na afinidade a partir da mutação. A avaliação do impacto de cada mutação 

em um total de dezesseis estruturas permitiu a identificação de alterações benéficas na treonina 

localizada na posição 91 de P10, e na glutamina de número 165.  
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Já para a glutamina na posição 165, foram identificadas três alterações 

favoráveis: as substituições pelo triptofano, tirosina e fenilalanina resultaram em valores de 

ȹȹG e ȹȹGbind iguais a, respectivamente, 0,538 kcal/mol e -0,31 kcal/mol; 0,351 kcal/mol e 

-0,38 kcal/mol; 0,281 kcal/mol e -0,55 kcal/mol. Em todos os quadros utilizados, as análises 

de tais mutações por ambos os servidores resultaram em aumento da afinidade. Tais 

resultados estão sumarizados na Tabela 15. A Figura 34 mostra os resíduos do antígeno mais 

próximos aos dois aminoácidos citados. 

 

Figura 34 - Resíduos do antígeno próximos à Thr91 e à Gln165 do scFv no complexo P10-

DLL1 

Fonte: elaborada pelo autor. Os resíduos do scFv estão coloridos em laranja e os do antígeno, em cinza claro. 

Em azul estão destacados os átomos de nitrogênio; em vermelho, os de oxigênio; e em amarelo, os de enxofre. 

Em A pode ser visualizada a treonina na posição 91, que está a 0,31 nm de uma arginina, a 0,44 nm de uma 

cisteína e a 0,37 nm de uma prolina do DLL1; já em B, a glutamina na posição 165 do fragmento de anticorpo 

encontra-se em destaque, que por sua vez está a 0,35 nm de uma fenilalanina do DLL1. 

 

A treonina é considerada um aminoácido levemente polar, embora seja 

bastante neutro em relação a mutações (BETTS; RUSSELL, 2003). A treonina na posição 91 

do scFv encontra-se a menos de 0,5 nm de uma prolina, uma arginina e uma cisteína do 

DLL1. Resíduos prolina e aromáticos podem interagir favoravelmente entre si, devido ao 

efeito hidrofóbico e à interação entre a porção aromática e as ligações C-H polarizadas - 

resultantes do deslocamento de elétrons dos átomos de hidrogênio adjacentes ao nitrogênio 

carbonil e amida - atrav®s da intera­«o CH/ˊ, que pode ocorrer intermolecularmente em 

interações proteína-proteína (ZONDLO, 2012).  

Interações cátion-ˊ s«o reconhecidas como um tipo importante intera­«o n«o 

covalente para a biologia estrutural. Nestas, cátions de aminoácidos positivamente 

carregados se ligam à face pi de uma estrutura aromática com uma força surpreendentemente 

forte (DOUGHERTY, 1996). O posicionamento do grupo -NH próximo à anéis aromáticos 
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é, inclusive, mais favorável do que uma interação análoga envolvendo uma amina neutra 

(MEOT-NER; DEAKYNE, 1985). Apesar de nem todos os contatos cátion-aromáticos 

representarem interações cátion-ˊ energeticamente favor§veis, estudos sugerem que o 

triptofano é o aromático mais provável de estar envolvido em uma interação cátion-ˊ, com 

26% dos triptofanos nas estruturas tridimensionais avaliadas envolvidos em interações 

cátion-ˊ energeticamente significativas; al®m disso, res²duos de arginina s«o mais prov§veis 

do que os de lisina de participarem desse tipo de interação (GALLIVAN; DOUGHERTY, 

1999). 

A substituição da treonina por um triptofano na posição 91 pode levar ao 

estabelecimento de novas interações com os resíduos de arginina e prolina do DLL1 

favoráveis ao estabelecimento do complexo. Já Gln165 encontra-se próximo a uma 

fenilalanina do antígeno. A glutamina é um aminoácido polar e, por isso, é preferencialmente 

substituída por outros resíduos polares (BETTS; RUSSELL, 2003). Não obstante, estudos 

aprofundados sobre as interações anticorpo-antígeno indicam que cadeias laterais aromáticas, 

principalmente de grupos tirosil, constituem grande parte dos paratopos funcionais (PENG 

et al., 2014). Interações não-covalentes entre an®is arom§ticos (ˊ-ˊ) podem estar envolvidas 

na estabilização de complexos intermoleculares; por isso, a substituição da glutamina por um 

dos três aminoácidos aromáticos sugeridos pode levar a formação de novas interações. 

Apesar da avaliação preliminar dos parâmetros bioquímicos envolvendo as 

substituições, e as possíveis novas interações formadas a partir da realização das mutações 

sítio-específicas, apenas com a avaliação através de simulações de dinâmica molecular é 

possível elucidar de forma mais concisa os efeitos de cada troca no estabelecimento do 

complexo entre o fragmento de anticorpo com peptídeo ligante flexível com 10 resíduos e o 

antígeno DLL1. A partir da reprodução da metodologia de docking utilizada na obtenção 

deste complexo, que fez uso do programa ClusPro, foram recuperados os modos de ligação 

de menor energia utilizando o modo de pontuação balanceado para cada mutante. A avaliação 

do iRMS, proveniente da análise da trajetória das simulações de DM com aquecimento para 

tais estruturas, pode ser feita a partir da Figura 35. 
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Figura 35 - Estruturas resultantes do docking entre DLL1 e os scFvs mutados através do 

programa ClusPro e variação do iRMS das mesmas durante simulações de DM com 

aquecimento 

Fonte: elaborado pelo autor. Em B estão listados o tamanho dos clusters e a pontuação ponderada referente ao 

modelo de pontuação balanceado para os modos de ligação obtidos através do docking ente DLL1 e os scFvs 

mutados fazendo uso do programa ClusPro. Já em A estão colocadas as variações do iRMS, dadas em 

nanômetros, ao longo do tempo (em nanosegundos) das simulações de DM com aquecimento às quais tais 

complexos foram submetidos. As cores das mutações na tabela são as mesmas utilizadas no gráfico. Enquanto 

as mutações simples estão representadas em linhas contínuas, mutações duplas estão representadas em linhas 

tracejadas. 

 

Apesar dos valores referentes a pontuação ponderada do ClusPro terem sido, 

em sua maioria, melhores do que aqueles encontrados para o scFv nativo (-680,7), observou-

se que, em todos os complexos contendo os fragmentos de anticorpos mutados, os valores de 

iRMS superaram a linha de corte estabelecida em 0,5 nm.  O duplo mutante T91W/Q165F 

apresentou os melhores resultados tanto para a pontuação fornecida pelo ClusPro, quanto 

para variação do iRMS, onde tal estrutura manteve a termoestabilidade em todas as etapas de 

aquecimento, à exceção da última, que eleva a temperatura à 390 K. 

Não obstante, vale ressaltar que foi simulada apenas uma estrutura para cada 

mutação proposta. Como discutido no tópico 4.2, as funções de ranqueamento dos programas 

de docking nem sempre são eficientes em classificar as estruturas mais próximas as nativas 

como aquelas que possuem a melhor pontuação. Portanto, os resultados obtidos não são 

significativos para afirmar que as mutações propostas não favorecem as interações, mas 

ressaltam a necessidade da realização de novas simulações aquecidas testando outras 



97 

 

estruturas que utilizem tanto o modelo de pontuação balanceado como outros modelos de 

pontuação na classificação do ClusPro.  
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5 CONCLUSÕES 

 

Através deste trabalho, obtiveram-se dados estruturais inéditos que reiteram 

que o alvo molecular genuíno do anticorpo monoclonal pidilizumabe é a proteína ligante de 

Notch DLL1, e não o receptor de checkpoint PD-1, como havia sido conjecturado 

anteriormente. A metodologia de docking validada utilizada levou a identificação de dois 

modos de ligação distintos para os scFvs na superfície desse antígeno. Com o uso de 

simulações de dinâmica molecular seguidas de cálculos de MM/PBSA, foi possível 

identificar que a posição biologicamente mais plausível para interação entre o fragmento de 

anticorpo à DLL1 é no domínio C2 desta proteína. Ainda dentro desses dois sistemas, 

elucidou-se que as contribuições energéticas que mais favorecem a formação dos complexos 

advêm dos termos coulômbicos, de van der Waals e não polares.  

Finalmente, foram identificadas mutações energeticamente favoráveis à 

interação nos resíduos 91 e 165 do scFv com peptídeo ligante flexível de dez resíduos, que 

podem levar a otimização das interações com seu alvo molecular. A validação dos complexos 

contendo as estruturas mutadas juntamente ao DLL1 através de simulações com aquecimento 

não levou a recuperação de complexos termoestáveis. Não obstante, foi utilizado na 

simulação apenas o modo de ligação de melhor pontuação ponderada do ClusPro para cada 

mutante, e, como foi demonstrado na etapa de validação, frequentemente as funções dos 

programas de docking falham em reconhecer a melhor estrutura produzida como aquela de 

melhor pontuação. Faz-se necessária, assim, a realização de simulações de DM utilizando 

outros modos de ligação para que seja feita uma avaliação mais ampla dos efeitos das 

mutações sobre o complexo. 

 Portanto, através da aplicação de tais mutações, foram obtidas sequências 

otimizadas para o fragmento de anticorpo produzido a partir do pidilizumabe. A avaliação  

de tais mutantes através de testes in silico e in vitro, a exemplo do ensaio de imunoabsorção 

enzim§tica (ELISA, do ingl°s ñEnzyme-linked immunosorbent assayò) para avalia­«o da 

reatividade ao ligante, ou da microcalorimetria e da ressonância plasmônica de superfície, 

para averiguação do aumento ou diminuição da afinidade entre as proteínas a partir da 

realização das mutações, permitirão elucidar se o novo biofármaco proposto é superior ao 

inicial. 
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