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RESUMO 
 
O câncer, uma das principais causas de mortalidade global, representa um conjunto 
de doenças de etiologia multifatorial que engloba alterações genéticas e epigenéticas, 

incluindo mutações em vias de sinalização celular como a de Notch, crucial para 

processos como diferenciação e apoptose. Mutações ativadoras ou a superexpressão 

do receptor Notch1 são encontradas em pacientes com leucemia linfocítica crônica, 

linfoma difuso de grandes células B e carcinoma adenoide cístico. Nesse contexto, o 

anticorpo monoclonal Brontictuzumabe (BRON), que bloqueia a ativação de Notch1 

ao se ligar à Região Reguladora Negativa (NRR), surge como base promissora para 

o desenvolvimento de novos biobetters com potencial terapêutico. Este trabalho teve 

como objetivo desenvolver computacionalmente novos desenhos de anticorpos 

baseados no Brontictuzumabe, focando na otimização de afinidade e na proposição 

de fragmentos de cadeia única (scFvs), visando a ampliação do seu potencial 
terapêutico. Inicialmente, foi modelada a estrutura tridimensional de BRON, aplicada 

na predição de interações com NRR via docking molecular. O complexo foi simulado 

por dinâmica molecular, com predições de energia de interação e dissociação. As 

conformações predominantes identificadas foram usadas para otimizações por 

mutagênese de saturação, enxerto e otimização de CDRs, dobramento inverso e 

através de modelos de linguagem generalizados. Solubilidade e outros parâmetros 
relevantes ao desenvolvimento para anticorpos terapêuticos foram avaliados. scFvs 

baseados em BRON também foram modelados e tiveram suas interações analisadas. 

Dessa forma, o modo de ligação do complexo BRON-NRR foi identificado, sugerindo 

um novo mecanismo de inibição mediado pela CDR-H2 de BRON que reduz a 

acessibilidade ao sítio S2, essencial para a ativação de Notch1. Foram testados 

10.072 mutantes, identificando hot-spots em resíduos como Thr28, Thr74, Gly101 e 

Gly104 na cadeia pesada e Gly52 na cadeia leve. AbSeldon R3 demonstrou 

estabilidade, solubilidade e ΔGbind comparável ao BRON nativo, aumentando a 

participação da cadeia leve na interface e sendo compatível com parâmetros biofísicos 

de outros anticorpos terapêuticos. Dentre os scFvs construídos, o com linker de 12 

aminoácidos apresentou estabilidade e interações com S2. Desta forma, este trabalho 

resultou na proposta de biobetters promissores, abrindo caminho para novas terapias 
antineoplásicas anti-Notch1 baseadas no Brontictuzumabe. 

Palavras-chave: Notch; Brontictuzumabe; biobetter. 



 
 

ABSTRACT 

 

Cancer, one of the leading causes of global mortality, represents a set of diseases with 
multifactorial etiologies that encompass genetic and epigenetic alterations, including 

mutations in cell signaling pathways such as Notch, crucial for processes such as 

differentiation and apoptosis. Activating mutations or overexpression of the Notch1 

receptor, for example, are found in patients with chronic lymphocytic leukemia, diffuse 

large B-cell lymphoma, and adenoid cystic carcinoma. In this context, the monoclonal 

antibody Brontictuzumab (BRON), which blocks Notch1 activation by binding to its 

Negative Regulatory Region (NRR), emerges as a promising basis for the 

development of new biobetters with therapeutic potential. This study aimed to 

computationally design new antibodies based on Brontictuzumab, focusing on affinity 

maturation and the proposal of single-chain fragment variables (scFvs), with the goal 

of enhancing its therapeutic potential. Initially, the three-dimensional structure of BRON 
was modeled and used to predict interactions with NRR through molecular docking. 

The complex was simulated via molecular dynamics, with interaction and dissociation 

energy predictions. The predominant conformations identified were used for 

optimizations through saturation mutagenesis, CDR grafting, inverse folding and 

generalized language models. Solubility and other development parameters for 

therapeutic antibodies were evaluated. BRON-based scFvs were also modeled and 
their interactions analyzed. Thus, the binding mode of the BRON-NRR complex was 

identified, suggesting a new inhibition mechanism mediated by BRON's CDR-H2, 

which reduces accessibility to the S2 cleavage site, essential for Notch1 activation. A 

total of 10,072 mutants were tested, identifying hot spots in residues such as Thr28, 

Thr74, Gly101, and Gly104 in the heavy chain and Gly52 in the light chain. The 

AbSeldon R3 design demonstrated stability, solubility and ΔGbind comparable to native 

BRON, increasing the participation of the light chain at the interface and being 

compatible with biophysical parameters of other therapeutic antibodies. Among the 

scFvs constructed, the one with a 12-amino acid linker showed stability and 

interactions with S2. Thus, this work resulted in the proposal of promising biobetters, 

paving the way for new anti-Notch1 antineoplastic therapies based on Brontictuzumab. 

Keywords: Notch; Brontictuzumab; biobetter. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 A via de Notch 
 
1.1.1 Marcos temporais do estudo da via de Notch  

 
A via de Notch, nomeada devido a sua identificação inicial a partir de uma 

anormalidade hereditária associada a presença de entalhes nas asas de moscas 
(Drosophila melanogaster), teve seus alelos mutantes identificados em 1917 (Dexter, 

1914; Morgan, 1917) (Figura 1). O contínuo avanço das técnicas de biologia molecular 

permitiu a clonagem do gene notch de Drosophila melanogaster e a identificação da 

sequência de aminoácidos que compõe a proteína Notch na década de 1980, o que, 

por sua vez, facilitou o estudo da organização estrutural e funcional de tal molécula 

(Kidd; Kelley; Young, 1986; Wharton et al., 1985). 
 

Figura 1. Linha do tempo de marcos importantes no estudo de Notch 

Fonte: elaborada pelo autor (2024).  
 

A associação da via de sinalização de Notch à diversos processos celulares 

em organismos-modelo culminaram na descoberta da primeira conexão de tal via à 

saúde humana em 1991, a partir da identificação da realocação anormal de um gene 

homólogo à notch em células de leucemia linfoblástica (Ellisen et al., 1991). Desde 

então, os diferentes componentes da via de Notch têm sido vinculados a várias 
funções no desenvolvimento de mamíferos, incluindo neurogênese, somitogênese, 

miogênese, cardiogênese, hematopoiese e angiogênese (Cormier et al., 2007; Gering; 

Patient, 2010). 
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A sinalização por Notch é altamente pleiotrópica, afetando quase todos os 

tecidos e regulando escolhas do destino celular de maneira específica ao contexto, 

podendo promover proliferação ou apoptose. Dessa forma, a integração com outras 
vias determina o resultado de seu sinal para o destino celular (Hori; Sen; Artavanis-

Tsakonas, 2013). Em células-tronco, Notch pode enviar sinais para diferenciação, 

manutenção e proliferação nos sistemas digestivo e hematopoiético, e no tecido 

epitelial (Bigas; Espinosa, 2012; Kim; Shivdasani, 2011; Koch; Lehal; Radtke, 2013).  

 

1.1.2 A estrutura dos receptores Notch 
 

A via de Notch consiste em receptores, ligantes, modificadores e fatores de 

transcrição que são, em grande parte, conservados da Drosophila aos humanos 

devido ao seu papel central no desenvolvimento e na diferenciação celular em 

organismos multicelulares (Allenspach et al., 2002). Na mosca, o gene notch codifica 
um receptor que é ativado pelos ligantes Delta e Serrate. Já em mamíferos, 

encontram-se quatro receptores Notch (Notch 1-4) e cinco ligantes (Delta-like-1, -3, -

4 e Jagged-1 e 2) (Bray, 2006).  

Os receptores Notch são proteínas transmembrana tipo I, com uma região 

extracelular que interage com os ligantes e uma região citoplasmática relacionada à 

transdução de sinal (Bolós; Grego-Bessa; De La Pompa, 2007) (Figura 2A). O domínio 
extracelular (NECD, do inglês “Notch Extracellular Domain”) possui dentre 29 a 36 

repetições semelhantes ao fator de crescimento epidérmico (EGF-like, do inglês 

“Epidermal Growth Factor-like”) nas quais são adicionadas glicosilações (Rana; 

Haltiwanger, 2011; Rebay et al., 1991). 

Essas repetições EGF são sucedidas pela região reguladora negativa 

(NRR, do inglês “Negative Regulatory Region”), composta por três repetições 

LIN12/Notch (LNR, do inglês “LIN12/Notch Repeats”) e o domínio de 

heterodimerização (HD, do inglês “Heterodimerization Domain”) (Hori; Sen; Artavanis-

Tsakonas, 2013). NRR enovela-se de forma a impedir o acesso de metaloproteinases 

ao sítio 2 (S2), prevenindo uma ativação da cascata de sinalização independente de 

ligante (Kopan; Ilagan, 2009). 
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 Figura 2. Estrutura de um receptor Notch e via canônica de sinalização 

Fonte: elaborada pelo autor (2024). (A) Estrutura esquemática de um receptor Notch genérico. A 
constituição do domínio extracelular NECD inclui repetições EGF-like, que participam da interação 
com os ligantes Delta e Jagged, e NRR que, na ausência de sinalização, está em uma conformação 
auto-inibida mantida por interações entre as regiões LNR e HD, impedindo a ativação independente 
de ligante. A região intracelular NICD é subdivida no módulo de associação RBPjΚ (RAM), 
repetições de cdc10/anquirina (ANK), sinais de localização nuclear (NLS) e a sequência terminal 
PEST. A representação de superfície das estruturas cristalográficas das regiões EGF-like (PDB: 
5MWB), NRR (PDB: 3L95) e ANK (PDB: 2QC9) foram visualizadas com o ChimeraX. (B) 
Representação simplificada da via canônica de Notch. Criado com BioRender.com. 

 

A região transmembrana é seguida pelo domínio intracelular (NICD, do 

inglês “Notch Intracellular Domain”) composto por um modulo de associação RBPjΚ 
(RAM, do inglês “RBPjΚ Association Module”), sete repetições iteradas do tipo 

Célula que envia o sinal 

Célula que recebe o sinal 

Espaço  
extracelular 

Núcleo 
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cdc10/anquirina (ANK), dois sinais de localização nuclear (NLS, do inglês “Nuclear 

Localization Signals”) e uma sequência carboxi-terminal Pro-Glu-Ser-Thr (PEST) 

(Blank; Kourilsky; Israël, 1992; Rechsteiner, 1988; Tamura et al., 1995). 
Adicionalmente, Notch1, 2 e 3 possuem regiões de resposta de citocina (NCR, inglês 

“Notch cytokine response”), e Notch1 e 2 contém domínios C-terminais de ativação 

transcricional (TAD, inglês “Transcriptional activation domain”) (Allenspach et al., 

2002). 

 

1.1.3 A arquitetura da via de sinalização canônica  
 

Os receptores Notch, sintetizados como proteínas precursoras, são 

clivados por uma furina-convertase no sítio 1 (S1) durante o transporte para a 

membrana celular, assumindo sua forma heterodimérica (Logeat et al., 1998). O 

processamento pós-traducional também inclui a O-glicosilação de NECD, essencial 
ao seu correto enovelamento e interação com a região DSL nos ligantes proteicos 

(Brückner et al., 2000; Rana; Haltiwanger, 2011).  

Antes da ativação pelo ligante, Notch é mantido em uma conformação de 

repouso resistente à metaloprotease, garantida por interações extensivas entre LNR 

e HD no domínio NRR do receptor (Gordon et al., 2007). A sinalização é 

desencadeada pela interação receptor-ligante entre células vizinhas, levando a duas 
clivagens proteolíticas sucessivas do receptor (Figura 2B). A primeira ocorre em S2, 

localizado em NRR, e é exercida por metaloproteases da família ADAM (do inglês “a 

disintegrin and metalloproteinase”).  

O domínio extracelular recém-clivado é endocitado pela célula que 

expressa o ligante após a monoubiquitinilação de sua cauda citoplasmática (Radtke; 

Fasnacht; MacDonald, 2010). Dessa forma, a força mecânica exercida pela 

endocitose de NECD-ligante pode ser a responsável pela exposição de S2. Entretanto, 

também se cogita que a interação produza um efeito alostérico propagado da região 

de interação até o domínio NRR, expondo o sítio para processamento proteolítico 

(Gordon et al., 2007; Nichols et al., 2007; Parks et al., 2000).  

Uma segunda clivagem ocorre no domínio transmembrana no sítio 3 (S3) 

pela ação de um complexo multiproteico γ-secretase, resultando na liberação do NICD, 
que é transportado para o núcleo (Tagami et al., 2008). NICD liga-se ao fator de 

transcrição CSL formando um complexo de transcrição temporário que recruta 
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coativadores, como as proteínas MAML1-3 (do inglês “Mastermind Like Transcriptional 

Coactivator”) (Canalis; Zanotti, 2016; Lv et al., 2024). 

Por fim, o complexo mediador de ativação de transcrição MED-8 é 
recrutado, promovendo a transcrição dos genes-alvo, incluindo: Hes (do inglês 

“Hairy/Enhancer of Split”) e relacionados à família Hes bHLH (do inglês “basic Helix-

Loop-Helix”); a família de fatores de transcrição HRT/Herp (do inglês “Hes-related 

repressor protein”); o regulador do ciclo celular p21; a proteína de repetição de 

anquirina regulada por Notch (Nrarp); deltex1 e o gene do receptor-α de células pré-T 

(Canalis; Zanotti, 2017; Devgan et al., 2005; Iso; Kedes; Hamamori, 2003; Krebs et al., 

2001; Radtke et al., 2004). 

 

1.1.4 A via não-canônica de sinalização 
 

A via não-canônica distingue-se pela influência de Notch na expressão 
gênica em rotas regulatórias que não dependem de CSL, podendo iniciar-se por 

mecanismos que não requerem interação com ligantes ou processamento proteolítico 

do receptor (Sanders et al., 2009; Shi et al., 2024). Notch pode, assim, modular as 

vias de sinalização Wnt/β-catenina, JAK/STAT, PI3K/AKT e NF-κB em nível pós-

traducional (Andersen et al., 2012; Hurlbut et al., 2007; Kwon et al., 2011; Liu et al., 

2019). 
A sinalização não-canônica de Notch3 em células epiteliais mamárias pode 

modular a sinalização Wnt através do receptor Frizzled7 (FZD7), participando da 

diferenciação de células luminais (Bhat et al., 2016). No câncer de mama, a 

sinalização não-canônica regula positivamente a expressão da Interleucina-6 (IL-6), 

levando à ativação autócrina e parácrina da JAK/STAT (do inglês “Janus kinase/Signal 

transducers and activators”) (Jin et al., 2013).  

Outro exemplo está na interação de NICD com o complexo mTOR-Rictor, 

que ativa Akt/PKB (Akt/Proteína quinase B), regulando a sobrevivência celular 

(Perumalsamy et al., 2009). Dessa forma, os mecanismos não clássicos permitem que 

a sinalização Notch execute funções específicas e podem revelar novos alvos 

terapêuticos à medida que mais mecanismos são descobertos e associados a 

patologias (Shi et al., 2024). 
 

1.1.5 A via de Notch no câncer 



24 
 

 

Devido seu papel central na diferenciação e determinação do destino 
celular, a sinalização Notch tem sido implicada em diversos processos patológicos, 

como observado na doença de Alzheimer, em doenças ósseas e cardíacas, além de 

tumores sólidos e cânceres hematológicos (MacGrogan; Luna-Zurita; De La Pompa, 

2011; Pakvasa et al., 2021; Woo et al., 2009).  

Desde a primeira associação de Notch à leucemia (Ellisen et al., 1991), sua 

função ambígua como supressor tumoral ou oncogene tem sido investigada. A análise 
de dados de estudos pan-câncer aponta para prevalência de mutações como a 

alteração oncogênica mais frequente em Notch (Cerami et al., 2012; De Bruijn et al., 

2023; Gao et al., 2013) (Figura 3).  

 

Figura 3. Frequência de alterações em Notch relacionadas a diversos tipos de 

câncer 

Fonte: elaborado pelo autor com os dados do cBioPortal for Cancer Genomics (2024). Foram 
selecionados os genes NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, DLL1, DLL2, DLL4, JAG1 e 
JAG2 em dez estudos pan-câncer: MSK-IMPACT Clinical Sequencing Cohort (MSK, Nat Med 
2017), Metastatic Solid Cancers (UMich, Nature 2017), MSS Mixed Solid Tumors (Broad/Dana-
Farber, Nat Genet 2018), SUMMIT - Neratinib Basket Study (Multi-Institute, Nature 2018), TMB 
and Immunotherapy (MSK, Nat Genet 2019), Tumors with TRK fusions (MSK, Clin Cancer Res 
2020), Cancer Therapy and Clonal Hematopoiesis (MSK, Nat Genet 2020), China Pan-cancer 
(OrigiMed, Nature 2022), Pan-cancer analysis of whole genomes (ICGC/TCGA, Nature 2020), 
MSK MetTropism (MSK, Cell 2021). Em combinação, os estudos contêm 76.639 amostras, das 
quais 7.021 (9%) possuem alterações nos genes selecionados, dentre mutações, variações 
estruturais, amplificações ou deleções profundas. 
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Tais mutações podem ser ativadoras ou inativadoras, e suas posições, 

identidades e efeitos refletem os variados papéis de Notch em diferentes contextos 

neoplásicos (Aster; Pear; Blacklow, 2017). Outras alterações incluem a 
superexpressão de receptores ou ligantes, regulação epigenética e modificações pós-

traducionais, como a fucosilação e ubiquitinação das proteínas da via (Ntziachristos 

et al., 2014; Thompson et al., 2007). 

Além disso, estudos funcionais associam a sinalização por Notch em, 

essencialmente, todos os Marcos do Câncer (“Hallmarks of Cancer”), considerados 

um conjunto de capacidades funcionais cruciais para a formação tumores malignos, 

adquiridas pelas células à medida que passam da normalidade para os estados de 

crescimento neoplásico (Aster; Pear; Blacklow, 2017).  

Dentre os Marcos, estão: a capacidade para sustentar a sinalização 

proliferativa; evasão a supressores de crescimento e a destruição imunológica; 

resistência à morte celular; imortalidade replicativa; indução e acesso à vasculatura; 
ativação da invasão e metástase; reprogramação do metabolismo celular; inflamação 

promotora de tumor; instabilidade genômica e mutações (Hanahan, 2022) (Figura 4). 

 O receptor Notch1 e os ligantes DLL4 e Jagged-1, por exemplo, estão 

associados à progressão da angiogênese e à prognósticos desfavoráveis, sendo 

Notch1 e DLL4 reguladores da expressão do fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF, do inglês “Vascular Epidermal Growth Factor) (Wang et al., 2020; Eelen et al., 
2020; Patel et al., 2023; Wieland et al., 2017; Kumar et al., 2016). Além disso, Notch1 

e Notch4, ao regular HEY1, promovem a transição epitelial-mesenquimal (TEM), 

permitindo que células epiteliais adquiram características mesenquimais, facilitando a 

migração, invasão e resistência a quimioterapias (Marconi et al., 2021; Xie et al., 2021; 

Natsuizaka et al., 2017; Fukusumi et al., 2018; Jing et al., 2020). 

A ativação anômala da via Notch está ligada à manutenção de propriedades 

semelhantes a células-tronco em tumores, favorecendo a autorrenovação (Aoki et al., 

2016; Jitschin et al., 2015; Slaninova et al., 2016). Notch também modula o 

microambiente tumoral e regula componentes do sistema imunológico, recrutando 

neutrófilos e remodelando a matriz extracelular, contribuindo, dessa forma, para a 

formação de um ambiente imunossupressor (Gu et al., 2019; Jackstadt et al., 2019; 

Shi et al., 2024). Finalmente, a ativação irregular de Notch contribui para a 
quimiorresistência, sendo Notch2 associado à resistência à gemcitabina (GEM) e 

Notch1 conferindo resistência ao docetaxel (DTX) (Güngör et al., 2011; Du et al., 2014; 



26 
 

Huang et al., 2016; Xiao et al., 2019). 

 
Figura 4. Marcos do Câncer influenciados por Notch 

Fonte: adaptado de Aster; Pear; Blacklow (2017). Efeitos oncogênicos (verde) e efeitos supressores de 
tumor (vermelho) associados a Notch são mostrados. Abreviações: CAC, carcinoma adenoide cístico; 
LLC, leucemia linfocítica crônica; CCE, carcinoma de células escamosas; LLA-T, leucemia linfoblástica 
aguda de células T; CITs, células iniciadoras de tumor. 
 

1.1.5.1 Notch em cânceres hematológicos 

 

Notch é um fator de transcrição importante para imunidade inata e 

adaptativa, sendo essencial na diferenciação de linhagens de células T (Radtke; 

MacDonald; Tacchini-Cottier, 2013; Li; von Boehmer, 2011). Na leucemia linfoblástica 
aguda de células T (LLA-T), aproximadamente 50% dos casos apresentam mutações 

ativadoras de Notch1, que ocorrem no domínio de heterodimerização de NRR e 

resultam na ativação contínua da sinalização, favorecendo a oncogênese (Weng et 

al., 2004). 

Mutações no domínio PEST são encontradas em até 25% dos casos de 

LLA-T e levam ao truncamento ou perda deste domínio, resultando em um aumento 
da concentração celular de NICD (Ntziachristos et al., 2014). Além disso, mutações 

no gene FBXW7, que codifica uma enzima envolvida na degradação de NICD, 
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também estão ligadas à LLA-T, destacando a importância do Notch1 na manutenção 

das propriedades leucêmicas (O'Neil et al., 2007; Asnafi et al., 2009). 

Na Leucemia Linfocítica Crônica (LLC), cerca de 10 a 12% dos casos 
exibem mutações ativadoras de Notch1 no domínio PEST, resultando em proteínas 

truncadas e a um prognóstico adverso (Ntziachristos et al., 2014; Fabbri et al., 2011; 

Weissmann et al., 2013). Em contraste, Notch desempenha um papel supressor na 

Leucemia Linfoblástica Aguda de Células B (LLA-B), onde sua reativação inibe o 

crescimento e provoca apoptose nas células cancerígenas (Zweidler-McKay et al., 

2005). 

A ação supressora tumoral também é relatada em leucemias mieloides 

(Ntziachristos et al., 2014; Klinakis et al., 2011). Nesses casos, a supressão da 

sinalização Notch está frequentemente associada a processos epigenéticos, a 

exemplo da metilação do DNA nos promotores dos genes-alvo da via (Kuang et al., 

2013). A reativação da via de Notch em pacientes com Leucemia Mieloide Aguda (LMA) 
pode levar à remissão da doença, sugerindo um potencial terapêutico para moléculas 

ativadoras nesse contexto (Kannan et al., 2013).  

Em linfomas, Notch1 e Notch2 desempenham, em geral, um papel 

oncogênico. No linfoma de Burkitt, Notch1 apresenta mutações de ganho de função 

em cerca de 10% dos pacientes (Love et al., 2012). Já no linfoma de Hodgkin, Notch1 

é ativado através da regulação positiva de seus ligantes no ambiente tumoral, levando 
a supressão de genes importantes para a identidade das células B (Jundt et al., 2008; 

Schwarzer; Dörken; Jundt, 2012). Por fim, no linfoma difuso de grandes células B 

(LDGCB), Notch2 é mutado em aproximadamente 8% dos casos, sendo associado a 

um prognóstico adverso (Lee et al., 2009; Kiel et al., 2012; Rossi et al., 2012).  

 

1.1.5.2 Notch em tumores sólidos 

 

Assim como nas malignidades hematológicas, a sinalização por Notch tem 

funções diversas em tumores sólidos. A ativação de Notch, especialmente de Notch4 

e em interação com outras vias como Ras e Wnt, está ligada ao câncer de mama 

(Ayyanan et al., 2006; Harrison et al., 2010). Em contraste, a hiperativação de Notch3 

pode induzir senescência celular, sugerindo um papel supressor (Cui et al., 2013). 
Algo semelhante é observado no câncer de pulmão, aonde o papel de 

Notch varia conforme o subtipo tumoral. No adenocarcinoma de pulmão, Notch tem 
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sido associado à promoção da expansão e manutenção das células tumorais (Licciulli 

et al., 2013; Zheng et al., 2013). Em contrapartida, no carcinoma espinocelular do 

pulmão e no carcinoma pulmonar de células pequenas (CPCP), a sinalização por 
Notch é considerada supressora de tumor (Wang et al., 2011; Sriuranpong et al., 2001). 

No câncer colorretal (CCR), a ativação do receptor Notch1 está associada 

a mudanças fenotípicas e funcionais nas células cancerígenas consistentes com a 

TEM (Siegel et al., 2022; Tyagi; Sharma; Damodaran, 2020; Noseda et al., 2004). Não 

obstante, Notch1 e Notch2 aparentam desempenhar funções opostas no 

desenvolvimento desse tumor, visto que a co-expressão de Notch1(+) e Notch2(-) está 

associada a uma menor sobrevivência global, destacando ambos como alvos 

terapêuticos e marcadores prognósticos no CCR (Chu et al., 2011). 

A via de Notch tem sido associada à progressão do melanoma, com Notch1 

promovendo o avanço da doença em condições de hipóxia (Zhang et al., 2012; 

Bedogni et al., 2008). Além dos mencionados, alterações na via de Notch1 também 
foram atreladas a papeis oncogênicos no carcinoma espinocelular de esôfago (Lubin 

et al., 2018), carcinoma espinocelular oral (Yoshida et al., 2013), carcinoma de células 

renais (Wu; Hu; Hou, 2016), câncer gástrico (Huang et al., 2019), câncer pancreático 

(Büchler et al., 2005), câncer de bexiga (Hayashi et al., 2016), câncer de próstata 

(Stoyanova et al., 2016), câncer cervical (Yousif et al., 2015), câncer de tireoide (Piana 

et al., 2019), e glioma (Hai et al., 2018).  
A participação multifacetada da sinalização por Notch nessas patologias 

revela um desafio significativo para sua modulação terapêutica, uma vez que sua 

função pode variar de oncogênica a supressora, dependendo do contexto celular e do 

subtipo tumoral envolvido (Shi et al., 2024). Tal complexidade exige o uso abordagens 

terapêuticas altamente personalizadas, tornando-a um alvo tão promissor quanto 

desafiador. 

 

1.1.6 Notch como alvo oncoterapêutico 
 

O papel de Notch na patogênese e quimiorresistência de diversos subtipos 

de câncer vêm impulsionando os esforços para o desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas voltadas a essa via, que podem ser divididas em: inibidores de clivagem, 
anticorpos contra receptores ou ligantes, bloqueadores da transcrição e agonistas da 

sinalização (Zhou et al., 2022). Alguns desses agentes estão listados na Figura 5 e 
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serão discutidos a seguir. 

 
1.1.6.1 Inibidores de clivagem 

 

Os receptores Notch perpassam três clivagens proteolíticas desde a sua 

síntese até o final da cascata de sinalização. Tentativas de modulação da clivagem 

S1, tendo como alvo o fator acessório SERCA (do inglês “Sarcoendoplasmic reticulum 

Ca2+-ATPase”), têm sido aplicadas em modelos pré-clínicos de câncer de mama e 
leucemia (Periz, 1999; Pagliaro; Marchesini; Roti, 2021). Algumas moléculas, como 

CPA e CAD204520, alcançaram o estágio clínico, mas não apresentaram resultados 

encorajadores (Roti et al., 2018; Treiman; Caspersen; Christensen, 1998; Roti et al., 

2013; Marchesini et al., 2020). 

 

Figura 5. Inibidores terapêuticos da via de Notch 

Fonte: adaptado de Shi et al. (2024). Os inibidores da via de Notch subdividem-se em anticorpos contra 
receptores ou ligantes, inibidores da clivagem por ADAM ou γ-secretase, moduladores de γ-secretase 
e inibidores do complexo transcricional. Criado com BioRender.com. 
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Visando bloquear a clivagem S2, o inibidor INCB7839, também conhecido 

como Aderbasib, atua sobre a enzima ADAM e foi avaliado em ensaios clínicos contra 

o câncer de mama HER2+, apresentando toxicidade restritiva (Friedman et al., 2009; 
Duffy et al., 2011; Amar; Minond; Fields, 2017). Já a molécula INCB7839 demonstrou 

o potencial de inibição de ADAM10 em xenoenxertos de glioblastoma pediátricos 

derivados de pacientes, sem efeitos neurotóxicos evidente (Venkatesh et al., 2017).  

A inibição específica de ADAM10 foi avaliada com o uso do anticorpo 

monoclonal (mAb, do inglês “monoclonal antibody”) humano 1H5 em modelos in vitro 

e in vivo de câncer colorretal (Saha et al., 2023). O mAb reconheceu uma conformação 

ativada de ADAM10 presente em células tumorais e, em combinação com o 

quimioterápico irinotecano, inibiu o crescimento do tumor sem toxicidade aparente 

(Saha et al., 2023). 

Estudos pré-clínicos mostraram a atividade antitumoral de inibidores de γ-

secretase (GSI, do inglês “gamma-secretase inhibitor”) – responsável pela clivagem 
S3 – em diversos tipos de câncer, incluindo mama, carcinoma hepatocelular, pulmão 

de células não pequenas, colorretal, próstata e gliomas (Das et al., 2019; Han, 2015; 

Pine, 2018; Akiyoshi et al., 2008; Cui et al., 2015; Gilbert et al., 2015). Apesar de muitos 

desses ensaios apresentarem resultados encorajadores, a exemplo da redução de 45% 

na massa mediastinal em pacientes com leucemia, grande parte foi descontinuada 

devido à toxicidade limitante de dose (Deangelo et al., 2006).  
Apenas alguns GSIs, como RO4929097 e PF-03084014 (nirogacestate ou 

OGSIVEO™), avançaram além dos ensaios clínicos de fase II (Strosberg et al., 2012; 

Lee et al., 2015; Kummar et al., 2015). O nirogacestate demonstrou resultados 

promissores em tumores desmoides, levando a sua aprovação para uso nos Estados 

Unidos em novembro de 2023 (Keam, 2024). Já no caso do RO4929097, sua 

combinação com imunossupressores ou anticorpos monoclonais demonstrou boa 

tolerância em tumores sólidos avançados (Diaz-Padilla et al., 2013; Xu et al., 2016; 

Pan et al., 2016). 

O potencial terapêutico dos GSIs é, no entanto, restringido pelos efeitos 

adversos advindos de sua natureza não seletiva e da importância do complexo γ-

secretase no processamento de múltiplos substratos por todo organismo (Hur, 2022; 

Haapasalo, Kovacs, 2011). O uso de inibidores inespecíficos é prejudicial, inclusive, 
considerando a atividade antagônica de diferentes receptores Notch no ambiente 

tumoral, o que foi demonstrado no CCR pelo efeito pró-tumorigênico de Notch1 e 
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supressor de Notch2 (Chu et al., 2011).  

Uma alternativa superior aos GSIs são os moduladores de γ-secretase 

(GSM, do inglês “gamma-secretase modulator”), que visam modificar a atividade 
catalítica do complexo proteolítico ao em vez de inibi-lo de forma não seletiva, 

atenuando a manifestação de efeitos adversos (Golde et al., 2013). MRK-560, por 

exemplo, é um exemplo de GSM direcionado à presenilina-1, uma importante 

subclasse catalítica de γ-secretase expressa em subtipos leucêmicos, que foi 

associado a redução do processamento de Notch1 e a indução de parada do ciclo 

celular em LLA-T, aumentando a sobrevida dos pacientes (Habets et al., 2019). 

 

1.1.6.2 Anticorpos contra receptores ou ligantes 

 

Anticorpos direcionados as proteínas de Notch têm sido desenvolvidos 

como alternativa aos GSIs, que, embora eficazes, apresentam como limitação, em sua 
maioria, uma inibição inespecífica. Dessa forma, o desenvolvimento de mAbs para 

alvos individuais visa permitir uma modulação mais precisa da sinalização de Notch 

(Shi et al., 2024).  

Os ligantes de Notch, como DLL1, DLL3, DLL4, Jagged-1 e Jagged-2, têm 

papéis importantes, com DLL1 sendo crucial para a diferenciação dos linfócitos B 

(Hozumi et al., 2004). Análises estruturais do anticorpo Pidilizumabe (MDV9300), que 
tem atividade contra glioma pontino intrínseco difuso e linfoma folicular, sugeriram a 

associação de seu efeito antineoplásico ao bloqueio de DLL1 (Westin et al., 2014; 

Fried et al., 2018; Albuquerque et al., 2022; Nastoupil et al., 2022).  

O Rovalpituzumabe tesirina (Rova-T) é um ADC direcionado ao ligante 

DLL3 que apresentou atividade antitumoral e toxicidade controlável na dose 

recomendada em carcinomas neuroendócrinos, melanoma, carcinoma medular da 

tireoide e glioblastoma (Johnson et al., 2021; Mansfield et al., 2021). Um outro ADC 

direcionado a DLL3, o SC-002, apresentou toxicidade sistêmica e eficácia limitada em 

ensaios clínicos com CPCP avançado e carcinoma neuroendócrino (Morgensztern et 

al., 2020).  

Resultados mais promissores têm sido encontrados com formatos 

multiespecíficos. O Tarlatamabe (AM757), um engajador de células T biespecífico 
(BiTE, do inglês “Bispecific T-Cell Engager”) que tem como alvos DLL3 e CD3, 

demonstrou atividade antitumoral com respostas duradouras e melhora da sobrevida 
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em pacientes com CPCP recorrente (Ahn et al., 2023; Paz-Ares et al., 2023). O 

HPN328, uma construção tri-específica ativadora de células T (TriTAC, do inglês 

“trispecific T cell–activating construct”) direcionada à DLL3 para identificação da célula 
tumoral, à CD3 para o engajamento com as células T, e a um ligante de albumina para 

extensão de sua meia-vida está sendo avaliado em ensaios clínicos fase I/II quanto a 

sua segurança e eficácia (Molloy et al., 2024). 

Além desses, o Enoticumabe (REGN421) e o Demcizumabe (OMP-21M18) 

são mAbs anti-DLL4 que foram, em geral, bem tolerados no tratamento de tumores 

sólidos avançados em ensaios fase I (Chiorean et al., 2015; Smith et al., 2014; 

Coleman et al., 2020). Já ABT-165 e o Navicixizumabe são exemplos de 

imunoglobulinas de domínio variável duplo (DVD-Ig, do inglês “dual variable domain 

immunoglobulin”) que têm como alvos DLL4 e VEGF (Li et al., 2018; Jimeno et al., 

2019).  

No contexto da inibição dos ligantes Jagged, 15D11 é um mAb anti-Jag1 
com potencial para aumentar a sensibilidade à quimioterapia e reduzir o crescimento 

neoplásico em metástases ósseas (Zheng et al., 2017). Não obstante, o uso de um 

mAb anti-Jag2 inibiu o crescimento tumoral em modelos pré-clínicos de câncer de 

pulmão de células não pequenas e ativou a imunidade antitumoral mediada por 

macrófagos (Mandula et al., 2024). 

Voltando-se para os receptores de Notch, Notch2 e 3 são os alvos do 
Tarextumabe (OMP-59R5) no tratamento de tumores sólidos, apresentando boa 

tolerabilidade geral (Smith et al., 2019). A associação desse mAb a quimioterápicos, 

como o nab-paclitaxel (PTX) e GEM, no entanto, não levou a um aumento da 

sobrevivência de pacientes com câncer de pâncreas metastático (Hu et al., 2019). PF-

06650808, que também visa Notch3, é um conjugado anticorpo-fármaco (ADC, do 

inglês “antibody-drug conjugate”) associado a auristatina que demonstrou sinais 

iniciais de segurança e atividade antitumoral contra câncer de mama avançado em 

um ensaio fase I (Rosen et al., 2020).  

 

1.1.7 Brontictuzumabe 

 

Entre os receptores Notch, Notch1 se destaca por sua alta centralidade de 
intermediação, influenciando o fluxo de informações na rede de sinalização gênica 

(Jamil et al., 2012). Tamanha importância rende a alterações na via desta proteína 
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significativo impacto na tumorigênese e quimiorresistência em diversos tipos de 

câncer, tornando-o um alvo terapêutico promissor (Gharaibeh et al., 2020).  

Brontictuzumabe (OMP-52M51, Oncomed), ou BRON, é um mAb anti-
Notch1 humanizado que se liga ao domínio NRR (Agnusdei et al., 2014). Além de sua 

atividade pré-clínica demonstrada em modelos de LLA-T, o que é particularmente 

relevante dada a alta prevalência de mutações ativadoras em NRR nesse subtipo 

leucêmico, esse imunobiológico demonstrou tolerabilidade e eficácia moderada em 

estudos clínicos fase I em pacientes com outras malignidades hematológicas e 

tumores sólidos avançados, sendo diarreia a sua principal reação adversa relatada 

(Agnusdei et al., 2019; Munster et al., 2015; Casulo et al., 2016; Ferrarotto et al., 2018).  

Além disso, BRON reduziu significativamente o crescimento tumoral em 

modelos de xenoenxertos derivados de pacientes com carcinoma adenoide cístico 

(Xie et al., 2018). Vale ressaltar que mutações de ganho de função em Notch1 ocorrem 

em cerca de 16% desses tumores, causando a estabilização de NICD e estando 
associadas a uma menor sobrevida global (Xie et al., 2018). 

Além dos dados clínicos, um estudo transcriptômico visando investigar a 

relação entre conectividade cerebral, expressão genética e sobrevivência analisou 84 

potenciais terapias para glioma difuso, com BRON figurando como melhor candidato 

(Kesler et al., 2024). Não obstante, BRON também exibiu efeito superior ao obtido 

com o uso de GSIs na inibição da invasão celular de glioblastomas (Herrera-Rios et 

al., 2020). No carcinoma adenoide cístico salivar, o uso desse mAb reduziu a 

proliferação celular e o processo de TEM, além de induzir a morte celular e a 

sensibilidade de linhagens de CAC à ferroptose (Li et al., 2024).  

Tais resultados não apenas reforçam o potencial terapêutico do BRON 

como agente anti-Notch1, mas também indicam a viabilidade deste ser utilizado como 

base para o desenvolvimento de novos anticorpos. A especificidade e eficácia 

demonstradas sugerem que modificações estruturais ou combinações estratégicas 

com outras abordagens terapêuticas podem ampliar seu alcance clínico, abrindo 

caminho para o aprimoramento de imunoterapias direcionadas contra Notch1. 

 

1.2 Anticorpos monoclonais 
 

Os anticorpos estão entre os principais formatos terapêuticos utilizados 

contra as anormalidades na via de Notch. Tais moléculas pertencem à superfamília 
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das imunoglobulinas (Ig), sendo glicoproteínas cuja estrutura básica consiste em duas 

cadeias pesadas e duas leves, organizadas em formato de Y e unidas por pontes 

dissulfeto (Davies; Chacko, 1993). Na base do Y está a porção Fc (Fragmento 
cristalizável), que medeia as interações com outros componentes do sistema imune e 

ativa diversas das funções efetoras associadas ao anticorpo (Davies; Chacko, 1993). 

Alterações em Fc diferenciam os isotipos de anticorpos, que se distinguem em 

estrutura e função imune (Fesseha; Degu; Endashaw, 2020). 

Já nas pontas superiores do Y, encontra-se a porção Fab (Fragmento de 

ligação ao antígeno). As cadeias pesada e leve que compõe esse fragmento dividem-

se em regiões constantes e variáveis (Stanfield; Wilson, 2015). O fragmento variável 

(Fv) contém o framework, uma porção que possui sequência conservada e é 

organizada predominantemente como folhas β, conferindo estabilidade estrutural aos 

loops hipervariáveis que constituem o sítio de ligação do antígeno, nomeados de 

regiões determinantes de complementaridade (CDRs, do inglês “complementarity 

determining regions”) (Foote; Winter, 1992; Gabrielli et al., 2009).  

Os repertórios estruturais demonstram a existência de estruturas canônicas 

para todos os segmentos CDR exceto H3, que apresenta grande variabilidade em seu 

tamanho, sequência e estrutura (Chothia et al., 1989; North; Lehmann; Dunbrack, 

2011; Nowak et al., 2016; Fernández-Quintero et al., 2020; Schmitz et al., 2022). A 

diversidade dos receptores de células B, estimada em mais de 1011, garante a 
interação específica a uma vasta gama de antígenos e é resultante dos processos de 

recombinação dos segmentos gênicos variáveis (V), de diversidade (D), e de junção 

(J), associado à adição ou deleção de nucleotídeos nas junções entre esses 

segmentos e ao processo de hipermutação somática (Janeway et al., 2001; Alberts et 

al., 2002) (Figura 6).  

Convencionalmente, os anticorpos podem interferir de forma direta no 

crescimento tumoral ao bloquear a interação de receptores celulares com seus 

ligantes, como ocorre no caso do receptor HER2 no câncer de mama, ou dos ligantes 

aos receptores, a exemplo da inibição de PD-L1 (Zahavi; Weiner, 2020; Baselga; 

Albanell, 2001; De Sousa Linhares et al., 2019). Já os mecanismos indiretos de ação 

dos anticorpos são mediados pela região Fc e requerem o envolvimento de outros 

componentes do sistema imunológico, como os macrófagos e células NK (Figura 6) 
(Zahavi; Weiner, 2020; Gómez Román; Murray; Weiner, 2014; Gül; van Egmond, 2015; 

Boross; Leusen, 2012). 
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Figura 6. Mecanismos efetores dos anticorpos no combate ao tumor 

 
Fonte: elaborado pelo autor (2024). Mecanismos efetores de anticorpos naturais ou terapêuticos no 
combate a uma célula cancerígena. Dentre os mecanismos indiretos, estão a citotoxicidade dependente 
de complemento (CDC), a fagocitose celular mediada por anticorpos (ADCP, do inglês “antibody-
dependent cellular phagocytosis”) e a toxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC, do inglês 
“antibody-dependent cellular cytotoxicity”). 

 
1.2.1 Engenharia de anticorpos 
 

O advento da teoria da seleção clonal, que atribuiu a produção de um 

anticorpo específico a um único clone de célula B, abriu o caminho para a aplicação 

terapêutica dos anticorpos monoclonais, passando a ser gerados pela clonagem de 

um linfócito B e direcionados a uma região específica do antígeno denominada 
epítopo (Nossal; Lederberg, 1958; Zahavi; Weiner, 2020).  

O desenvolvimento da tecnologia dos hibridomas permitiu a produção em 

larga escala de tais anticorpos (Köhler; Milstein, 1975; Schwaber; Cohen, 1973). 

Nesse método, camundongo são imunizados com um antígeno, gerando plasmócitos 

que são, então, fundidos com células de mieloma (células cancerosas imortalizadas) 

para formar hibridomas. As células que produzem o anticorpo desejado são 
selecionadas e clonadas, permitindo armazenamento indefinido para produção 

contínua (Little et al., 2000; Moraes et al., 2021). 

O uso de anticorpos murinos, entretanto, está atrelado com a produção, 

pelo paciente, de anticorpos humanos anti-imunoglobulina murina (HAMA, do inglês 

“human anti-mouse antibody”), que aumentam a depuração plasmática do anticorpo 

ao mesmo tempo que reduzem o seu direcionamento ao tumor (Reynolds et al., 1989). 
Clinicamente, os HAMA reduzem a eficácia do anticorpo administrado e resultam em 

reações de hipersensibilidade que podem limitar a continuidade do tratamento 

(Courtenay-Luck et al., 1986). Os anticorpos quiméricos começaram a lidar com o 
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problema da imunogenicidade pela substituição da região constante murina por 

regiões humanas equivalentes, melhorando interação com os receptores Fc humanos 

(Shin, 1991).  
Posteriormente, a tecnologia de humanização de anticorpos tornou 

possível a transferência dos CDRs murinos para um framework humano, otimizando 

sua farmacocinética e reduzindo ainda mais sua imunogenicidade (Winter; Harris, 

1993). O contínuo avanço biotecnológico levou a obtenção de anticorpos totalmente 

humanos, que representam um avanço no desenvolvimento de imunoterapias mais 

seguras e eficazes (Weiner, 2006). Métodos para produção de mAbs humanos 

incluem a fusão de células B humanas com células mieloma, o uso de camundongos 

transgênicos e a tecnologia de phage display (Jakobovits, 1995; Lonberg, 2008; 

Silkina et al., 2022). 

O progresso técnico do campo da expressão de proteínas recombinantes 

resultou na produção de anticorpos em formatos alternativos ao Y convencional que, 
com peso molecular aproximado de 150 kDa, encontram dificuldade em difundir-se do 

leito vascular para massas tumorais sólidas, além de ser eliminado lentamente do 

corpo (Dickopf; Georges; Brinkmann, 2020). Já os fragmentos de anticorpos têm 

melhor depuração, maior penetração tecidual, além de poderem ser produzidos em 

larga escala a partir de plataformas bacterianas, sendo uma alternativa para contornar 

os obstáculos associados a utilização de células de mamífero necessárias para 
anticorpos completos (Xenaki; Oliveira; Henegouwen, 2017; Fesseha; Degu; 

Endashaw, 2020). 

O menor fragmento que retém a especificidade de ligação ao antígeno do 

anticorpo completo é o Fv (Figura 7). Para compensar pela instabilidade da 

associação não covalente entre VH e VL, os domínios podem ser conectados por uma 

ligação dissulfeto, produzindo um dsFv, ou por um peptídeo ligante flexível – como o 

linker Gly4Ser e suas variações – para formar fragmentos variáveis de cadeia simples 

(scFv), que pesam aproximadamente 28 kDa (Fesseha; Degu; Endashaw, 2020; 

Nelson; Reichert, 2009).  



37 
 

Figura 7. Formatos de anticorpos  

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Representação de superfície da estrutura cristalográfica 
representativa de um IgG genérico (PDB: 5DK3), com destaque para as regiões Fc e Fab, ao lado de 
diferentes formatos de anticorpos terapêuticos. 
 

Blinatumomabe foi o primeiro scFv terapêutico aprovado pelo FDA (Food 

and Drug Admnistration) para o tratamento da LLA-B refratária, sendo um biespecífico 

anti-CD3/anti-CD19 (Przepiorka et al., 2015) (Figura 7). Já o Moxetumomabe 

pasudotox é um scFv produzido a partir da fusão de um fragmento anti-CD22 a uma 

exotoxina de Pseudomonas aplicado ao tratamento de leucemia de células pilosas 

(Dhillon, 2018). 

Não obstante, existem, na natureza, anticorpos que dispensam a cadeia 

leve e interagem com o antígeno a partir de um domínio simples, pesando entre 12 e 

15 kDa. Esse é o caso dos nanocorpos (VHH, Figura 7), encontrado em camelos, 

alpacas e lhamas, e dos domínios variáveis de ligação ao antígeno (VNAR), presente 

nos tubarões (Muyldermans, 2013; English; Hong; Ho, 2020). Essas moléculas são 

estáveis em diferentes valores de pH e temperatura, exibem fortes afinidades de 

ligação ao alvo e são capazes reconhecer epítopos côncavos e ocultos (Duan et al., 

2022). Além disso, nanocorpos com especificidades distintas podem ser associados 

através de peptídeos flexíveis para produção de Bi-VHH (Wang et al., 2022). 

Um outro formato é o dos fragmentos de anticorpos diméricos, ou diabodies, 

que consistem em homodímeros de scFvs covalentemente ligados por um linker 

peptídico que força a formação de um complexo intermolecular entre domínios 
cognatos (Holliger; Prospero; Winter, 1993) (Figura 7). De forma semelhante, os dsFvs 

também podem ser associados com a adição de um peptídeo ligante para formar 

fragmentos biespecíficos, os (dsFv)2 (Bera et al., 1998). Já os minibodies são 

proteínas de fusão homodiméricas resultantes da associação de scFvs à região 

constante CH3 (Hu et al., 1996). Além desses, moléculas biespecíficas podem ser 

produzidas em mais de cinquenta formatos, incluindo quadromas e anticorpos “knobs-
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into-holes”, que possuem regiões constantes projetadas para que ocorra a associação 

heterofílica das duas cadeias pesadas (Merchant et al., 1998). 

 
1.2.2 Mercado dos anticorpos terapêuticos  
 

A primeira aprovação de anticorpo terapêutico murino para uso humano 

ocorreu em 1986 com o Muromonab-CD3 (Orthoclone OKT3), utilizado para reduzir a 

chance de rejeição em pacientes de transplante renal (Jaffers et al., 1986). Desde 

então, 48 anticorpos foram aprovados pelo FDA para tratamento do câncer, com 37 

registrados na Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) até 2024. Destes, 

8% têm origem murina, 15% são quiméricos, 33% são humanos e 44% são 

humanizados (Menezes et al., 2024; Leonel et al., 2022). 

O mercado global de anticorpos deve atingir a receita de quase meio trilhão 

de dólares em 2030. Entretanto, o acesso à imunoterapia é limitado pelo seu elevado 
custo (Stone; Spiller; Smith, 2023; Vidal; Figueiredo; Pepe, 2018). Um exemplo pode 

ser encontrado no Pembrolizumabe: a caixa desse mAb anti-PD-1, usado no 

tratamento do melanoma avançado, custa aproximadamente R$ 18,8 mil reais, com 

um valor estimado de R$ 580 mil reais para o tratamento anual (Carvalho, 2019).  

No Brasil, a aquisição de imunobiológicos representa um percentual 

crescente dos gastos do Ministério da Saúde graças a adoção desses produtos como 
opção terapêutica de primeira linha (Vidal; Figueiredo; Pepe, 2018). Por conta do 

elevado custo, diversos mAbs não se encontram disponíveis na Relação Nacional de 

Medicamentos Essenciais (Rename) e, por conseguinte, no Sistema Único de Saúde 

(SUS). A judicialização tornou-se uma forma comum de acesso ao tratamento, com 

gastos crescentes, de R$ 26 milhões em 2007 para R$ 1,32 bilhões em 2016 (Leonel 

et al., 2022). 

Visando a ampliação do acesso, as empresas biofarmacêutica têm 

demonstrado maior atenção à produção e comercialização de medicamentos 

biossimilares. Estes são definidos como versões “genéricas” dos mAbs originais, 

contendo a mesma sequência de aminoácidos, mas sendo produzidos a partir de 

diferentes plataformas ou processos de fabricação (Santos-Neto et al., 2021; Beck, 

2011). Desde 2005, mais de 40 biossimilares foram aprovados apenas na Europa, 
incluindo o CT-P6 (Herzuma), uma alternativa mais acessível ao Trastuzumabe para 

o tratamento do câncer de mama HER2+. (Gherghescu; Delgado-Charro, 2020; Dias; 
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Kudo; Garcia, 2020) 

Já os biobetters são anticorpos direcionados ao mesmo epítopo de um 

anticorpo já existente. No entanto, essas moléculas diferenciam-se por apresentarem 

propriedades química, moleculares ou funcionais aprimoradas que incluem, mas não 

estão limitadas, a um aumento da meia-vida, redução da toxicidade, redução da 

imunogenicidade e otimização dos efeitos farmacodinâmicos (Sassi; Nagarkar; 

Hamblin, 2015; Beck, 2011; Correia, 2010).  

Da perspectiva de custos e riscos para o desenvolvimento, os biobetters 

estão entre os biossimilares e os medicamentos de referência, uma vez que não 

precisam esperar pela expiração da patente, mas podem apresentar desafios nos 
estágios iniciais do desenvolvimento. Após a etapa pré-clínica, no entanto, os 

biobetters apresentam chances significativamente maiores de sucesso em ensaios 

clínicos do que novos medicamentos (Torres-Obreque et al., 2022). 

 

1.3 Biologia estrutural e bioinformática no drug discovery 
 

O desenvolvimento de medicamentos é um processo extenso e 

dispendioso, envolvendo várias etapas como a identificação e validação de alvos, 

desenvolvimento de ensaios, identificação de compostos líderes, otimização de 

candidatos, testes pré-clínicos e clínicos, além da aprovação regulamentar (Malathi; 

Ramaiah, 2018). Esse processo pode levar entre 10 e 15 anos e custar até 4 bilhões 

de dólares por fármaco aprovado (Khan; Akhtar, 2023).  
Uma alternativa mais eficiente e econômica é encontrada no desenho 

racional de medicamentos, ou farmacologia reversa, que se inicia pela identificação 

de um alvo proteico promissor, seguida da busca por estruturas tridimensionais 

adequadas para tal proteína (Batool; Ahmad; Choi, 2019; Frye et al., 2021). Com os 

avanços das técnicas de biologia estrutural, como a criomicroscopia eletrônica, a 
determinação de estruturas tridimensionais de macromoléculas tornou-se mais 

acessível e precisa (Subramaniam et al., 2016).  

Além disso, o surgimento de técnicas de predição de estruturas de 

proteínas por inteligência artificial, como o AlphaFold2, também oferece novas 

oportunidades para desenvolver medicamentos visando alvos sem estrutura resolvida 

(Jones; Thornton, 2022; Lee; Su; Tseng, 2022). Repositórios de estruturas de 
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macromoléculas, como o Protein Data Bank (PDB) e o AlphaFold Protein Structure 

Database, colecionam mais de 200 mil estruturas experimentais e mais de 1 milhão 

de modelos computacionais (Burley et al., 2024; Varadi et al., 2024).  
A disponibilidade de estruturas 3D de proteínas estabelece a base para o 

desenho de medicamentos baseado em estrutura (SBDD, do inglês “structure-based 

drug design”), uma forma mais eficiente de identificar e otimizar compostos-líderes 

abordando a patologia a nível molecular (Batool; Ahmad; Choi, 2019). São exemplos 

de técnicas atreladas ao SBDD o docking e a dinâmica molecular (Malathi; Ramaiah, 

2018).  

O docking proteína-proteína produz uma série de poses – definidas como 

o conjunto de conformações e orientações de interação que refletem os possíveis 

modos de ligação – que são ranqueadas através de uma função de pontuação (Torres 

et al., 2019; Depetris et al., 2022). Com isso, é possível realizar a identificação de 

epítopos e a descrição dos complexos anticorpo-antígeno, levando à caracterização 
funcional da proteína e direcionando a sua otimização (Depetris et al., 2022). 

Simulações de dinâmica molecular (DM) oferecem dados atomísticos sobre 

sistemas complexos, incluindo informações sobre as interações, a flexibilidade e o 

perfil eletrostático das macromoléculas (Al Qaraghuli; Kubiak-Ossowska; Mulheran, 

2018). Durante sua execução, é realizado o cálculo das forças de interação que atuam 

sobre cada átomo, propagando as velocidades e posições atômicas por integração 
numérica das equações de movimento de Newton (Cheng; Ivanov, 2012). 

Simulações de DM são uteis, dentre outras coisas, para avaliar a 

estabilidade conformacional de anticorpos, investigar o papel de aminoácidos 

individuais para manutenção dos complexos com os antígenos, calcular a energia de 

interação, guiar otimizações e, fundamentalmente, acelerar o desenvolvimento de 

bioterapêuticos (Hu; Zhang; Chen, 2011; Kortkhonjia et al., 2013; Lai et al., 2014; Al 

Qaraghuli; Kubiak-Ossowska; Mulheran, 2018).  

Outras técnicas in silico podem ser utilizadas para otimização racional dos 

mAbs e seus fragmentos. Exemplos aplicados a maturação de afinidade de anticorpos 

são a mutagênese de saturação e o enxerto de CDRs, este que realiza a troca dos 

loops hipervariáveis por outros de diferentes tamanhos e composições (Xin et al., 2018; 

Adolf-Bryfogle et al., 2018). Além disso, os métodos computacionais também podem 
ser utilizados para predição e otimização de outros aspectos relacionados ao 
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desenvolvimento, como a solubilidade e a estabilidade das moléculas terapêuticas 

(Harris; Cohen, 2024; Sormanni et al, 2017). 

 
1.4 Abordagem do problema 
 

O câncer é um importante problema de saúde pública, sendo uma das 

principais causas de morte no mundo e um obstáculo significativo ao aumento da 

expectativa de vida da população (Sung et al., 2021). Em 2023, o Brasil registrou mais 

de 700 mil novos casos de câncer, com gastos em tratamentos oncológicos próximos 

a 4 bilhões de reais (Instituto Nacional de Câncer, 2022). Entre 2018 e 2022, houve 

um aumento de cerca de 402% nos custos médios, o que pode ser associado, em 

partes, à incorporação de novas tecnologias, como a imunoterapia (Valverde, 2023).  

Enquanto a Constituição Federal de 1988, em seu artigo 196, determina 

que a saúde é um direito de todos e dever do Estado, o Projeto de Lei 5514/23 busca 
efetivar esse direito constitucional pela garantia do acesso à imunoterapia no SUS 

(Brasil, 1988; Reis, 2023). A importância de tal projeto é ressaltada pelo elevado 

número de ações judiciais movidas por pacientes que tiveram seus tratamentos 

negados, gerando um ônus de R$1,4 bilhão ao Estado apenas em 2018 (Melo, 2019).  

Esse cenário reforça a importância do fortalecimento da indústria brasileira 

de imunobiológicos, seja pela transferência de tecnologias ou pela pesquisa e 
desenvolvimento inteiramente nacional como meio para baratear custos e ampliar o 

acesso (Guimarães, 2021; Rangel; Augusto; Manuel, 2023). A proposição de 

biobetters – incluindo anticorpos e fragmentos modificados para otimização da 

afinidade, eficácia, termoestabilidade ou segurança – pode constituir uma alternativa 

para acelerar a obtenção de protótipos antineoplásicos (Liu et al., 2020).  

Os biobetters são medicamentos inovadores que não dependem da 

expiração da patente da referência a partir do qual foi construído (Royzman; Cohen, 

2015; Silva, 2021). As modificações, quando atreladas a um aumento da eficácia, 

podem reduzir a frequência de administração. Tal redução é benéfica tanto do ponto 

de vista da segurança do paciente, podendo atenuar a manifestação de efeitos 

adversos, quanto do conforto, diminuindo a necessidade de deslocamento até 

unidades hospitalares ou ambulatoriais para receber a administração intravenosa, 
além de poder diminuir em até 40% o custo ao sistema de saúde (Verma; Jain; 

Chauhan, 2018).  



42 
 

O planejamento de biobetters frequentemente utiliza métodos 

computacionais para prever mudanças eficazes, diminuindo o número de etapas 

experimentais necessárias (Kuyucak; Kayser, 2017). A maturação de afinidade in silico, 
assim como o SBDD, tem se beneficiado do ganho de poder computacional, tornando-

se uma ferramenta efetiva para otimização das propriedades biofísicas dos anticorpos 

(Li et al., 2023). Dessa forma, metodologias computacionais podem ser 

implementadas no desenho de fragmentos para epítopos específicos, na adição de 

linkers e na otimização da interação e da termoestabilidade (Krokhotin et al., 2019; 

Codina et al., 2019; Aguilar Rangel et al., 2022).  

O anticorpo Brontictuzumabe (BRON) pode servir como base para 

modificações em novas moléculas terapêuticas devido à sua capacidade de bloquear 

a ativação da via de sinalização Notch1, crucial para a sobrevivência celular em 

tumores (Gharaibeh et al., 2020). A ativação atípica de Notch1 foi relatada em diversas 

malignidades, incluindo em metade dos casos de LLA-T, com seu bloqueio resultando 
em um melhor prognóstico (Chu et al., 2010; Yuan et al., 2015; Gharaibeh et al., 2020).  

Devido à ausência de estruturas experimentais desse anticorpo no PDB, o 

mecanismo molecular pelo qual BRON inibe a ativação de Notch não está 

completamente elucidado. A compreensão detalhada da interface de ligação é crucial 

para a proposição de mutações que aumentam a afinidade ou especificidade do 

anticorpo (Clark et al., 2006; Kiyoshi et al., 2014). Nesse sentido, modelos 
computacionais podem ser empregados tanto para entender o mecanismo molecular 

de inibição quanto para prever os impactos de mutações otimizadoras ou da 

modificação do formato de um anticorpo, guiando o desenvolvimento de biomoléculas 

com perfil terapêutico otimizado (Abdolmaleki; Ganjalikhani hakemi; Ganjalikhany, 

2024). 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivos gerais  
 

Propor e desenvolver novos desenhos de anticorpos baseados no anti-

Notch1 Brontictuzumabe, utilizando abordagens de otimização in silico, explorando 

tanto a otimização de afinidade quanto a introdução de formatos alternativos, como 

scFvs, para ampliar o seu potencial terapêutico 

 
2.1 Objetivos específicos  
 

 Modelar computacionalmente o fragmento variável de BRON; 

 Validar a metodologia de docking proteína-proteína para NRR e aplicá-la para 

propor o seu modo de ligação à BRON; 

 Avaliar a estabilidade, as interações e as conformações do complexo anticorpo-

antígeno; 

 Calcular a energia livre de interação entre BRON e NRR e caracterizar a 

dissociação de tal complexo, a fim de estimar sua afinidade de interação; 

 Realizar mutagênese de saturação na interface do anticorpo para desvendar 

os hot-spots mutacionais na interface; 

 Propor biobetters por enxerto de CDRs e otimização de sequência; 

 Validar os desenhos otimizados quanto à estabilidade, interação com o NRR, 

interações com outros receptores Notch, solubilidade, além de outras 

propriedades físico-químicas; 

 Propor e avaliar modelos de scFvs com base no BRON, visando sua aplicação 

em novas estratégias terapêuticas. 
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3 METODOLOGIA 
 

O desenvolvimento de biobetters pode utilizar ferramentas in silico na 

caracterização e seleção de candidatos promissores visando a sua futura validação in 

vitro e in vivo. As etapas computacionais utilizadas neste trabalho estão sintetizadas 

na Figura 8. A estrutura do fragmento variável do Brontictuzumabe foi obtida por 

modelagem molecular e utilizada para identificar os seus modos de interação ao 

antígeno NRR de Notch1.  
O complexo resultante do docking foi validado e caracterizado por 

simulações de dinâmica molecular extensivas, e as conformações predominantes 

foram empregadas nas etapas subsequentes de desenho, que envolveram 

mutagênese de saturação, enxerto de CDRs e dobramento inverso. A sequência do 

anticorpo foi também submetida a modelos de linguagem visando a realização de uma 

evolução dirigida.  
 

Figura 8. Estratégia computacional aplicada para obtenção de biomoléculas 

otimizadas a partir de BRON 

Fonte: elaborada pelo autor (2024). 
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Concomitantemente, foi realizada a construção de scFvs a partir do 

Brontictuzumabe, considerando as vantagens associadas ao uso desses fragmentos. 

Por fim, as novas moléculas passaram por avaliações detalhadas de estabilidade, 
interações e solubilidade, assegurando sua viabilidade para as próximas fases de 

validação experimental. 

 
3.1 Modelagem computacional do Fv de BRON  
 

A sequência do BRON foi recuperada do Clarivate Integrity Database, um 

banco de dados que contém informações detalhadas sobre compostos 

biofarmacêuticos. A sequência, datada de junho de 2015, foi identificada pelos códigos 

52M51, OMP-52M51, ou UNY2TQA40E. Para modelar os fragmentos variáveis, foram 

utilizados os métodos ABodyBuilder, da plataforma SAbPred, e RoseTTAFold, através 

do servidor Robetta (Leem et al., 2016; Baek et al., 2021). A numeração de Martin foi 
aplicada na anotação das posições das CDRs e inserções (Abhinandan; Martin, 2008).  

A validação das estruturas modeladas utilizou três ferramentas de análise 

global e local. O programa MolProbity foi empregado para uma avaliação 

estereoquímica detalhada, com enfoque nos parâmetros de clashscore e de outliers 

no gráfico de Ramachandran (Williams et al., 2017). Já a avaliação pelo QMEANDisCo 

fornece uma estimativa da qualidade global da estrutura com base em aprendizado 
de máquina (Studer et al., 2019). Por fim, o VoroMQA, avalia a qualidade com base 

em um método geométrico de análise de vizinhança (Studer et al., 2019; Olechnovič; 

Venclovas, 2017).  

 
3.2 Docking do Fv de BRON ao domínio NRR de Notch1 
 
3.2.1 Validação da metodologia de docking proteína-proteína para um 

complexo envolvendo NRR 
 

A validação da metodologia de docking foi feita através do redocking do 

PDB: 3L95, um complexo entre um Fab de um anticorpo antagonista e NRR de Notch1 

obtido por difração de raios X com resolução de 2,19 Å (Wu et al., 2010). Usando o 
programa PyMOL 3.0.3 (Schrödinger, LLC, 2015), foram gerados arquivos de estrutura 

separados para o Fab e o antígeno. O estado de protonação das proteínas foi corrigido 
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para pH 7,4 usando o PDB2PQR disponível no servidor Poisson-Boltzmann (Dolinsky 

et al., 2004; Jurrus et al., 2018).  
O docking utilizou dois programas distintos: o HADDOCK2.2 para docking 

dirigido, utilizando os aminoácidos de CDR como resíduos ativos; e o ClusPro, tanto 

no modo normal quanto no modo anticorpo, para docking cego (van Zundert et al., 

2016; Kozakov et al., 2017). Os complexos gerados foram comparados à estrutura 

experimental utilizando o DockQ, que produz um escore baseado no RMSD de 

interface (iRMS), no RMSD do ligante (LRMSD) e na fração de contatos nativos (Fnat) 
(Basu; Wallner, 2016). 

O cálculo da raiz do desvio quadrático médio, ou RMSD (Root Mean Square 

Deviation), é feito a partir do alinhamento das estruturas e da diferença das posições 

dos resíduos correspondentes em relação a uma referência, sendo a medida 

quantitativa mais comum para avaliar a similaridade entre duas coordenadas atômicas 

sobrepostas (Maiorov; Crippen, 1994; Kufareva; Abagyan, 2012). A Equação 1 ilustra 
o cálculo do RMSD, onde N é o número de átomos, mi é a massa do átomo i, Xi é o 

vetor de coordenadas para o átomo alvo i, Yi é o vetor de coordenadas para o átomo 

de referência i e M é a massa total. 

 

Enquanto iRMS refere-se à diferença na posição dos átomos na interface 

de interação anticorpo-antígeno, o LRMSD considera a diferença na posição de todos 

os átomos do ligante em relação ao complexo experimental. Fnat refere-se aos 
contatos atômicos entre o ligante e o receptor presentes na estrutura experimental e 

conservados no modelo gerado (Méndez et al., 2003; Gao; Skolnick, 2011). No DockQ, 

esses três parâmetros são combinados de acordo com a Equação 2, e o escore 

gerado subdivide os complexos gerados na classificação CAPRI: incorretos (0 ≤ 

DockQ < 0,23); qualidade aceitável (0,23 ≤ DockQ < 0,49); qualidade média (0,49 ≤ 
DockQ < 0,80); e alta qualidade (DockQ ≥ 0,80) (Basu; Wallner, 2016).   

 

 

(1) 

(2) 
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Para avaliar a manutenção de interações fundamentais ao cristal no 

complexo gerado por docking, foram realizadas duas replicatas de dinâmica molecular 

com duração de 100 ns, usando a mesma estrutura inicial e diferentes sementes 
aleatórias. Inicialmente, a nomenclatura dos resíduos foi ajustada àquela utilizada pelo 

Amber no estado de protonação equivalente ao pH 7,4 com o PDB2PQR (Dolinsky et 

al., 2004; Jurrus et al., 2018) (Figura 9).  

Em seguida, o sistema de simulação foi preparado com o tleap do 

AmberTools19, sob o campo de força ff14SB (Maier et al., 2015). O complexo foi 

inserido em uma caixa de água SPC/E (“extended simple point charge model”) em 

formato de octaedro truncado, que foi solvatada até 15 Å de distância do último átomo 

da proteína a fim de evitar interações entre suas imagens periódicas (Berendsen; 

Grigera; Straatsma, 1987; Chatterjee et al., 2008). 

O sistema foi neutralizado com a adição de íons Na+ e Cl-, e a concentração 

salina foi ajustada para NaCl 0,15 M, a fim de mimetizar as condições fisiológicas (Kříž 
et al., 2013). O cálculo da quantidade de átomos de cloreto e sódio necessários para 

atingir a osmolaridade desejada usou o servidor SLTCAP (Schmit et al., 2018). Em 

seguida, a topologia do sistema foi modificada utilizando o módulo parmed do 

AmberTools19 para realizar o reparticionamento de massa dos hidrogênios (HMR, do 

inglês “Hydrogen Mass Repartition”), permitindo o uso de um passo de integração de 

4 fs (Hopkins et al., 2015).  
As simulações foram realizadas na versão CUDA do Amber18 com o 

módulo PMEMD (Case et al., 2018; Salomon-Ferrer et al., 2013). O método particle 

mesh Ewald (PME) foi usado para tratar interações eletrostáticas de longo alcance. 

Um cut-off de 10 Å foi aplicado às interações não ligadas e o algoritmo SHAKE foi 

utilizado para restringir as ligações envolvendo átomos de hidrogênio (Darden; 

Pedersen, 1993; Essmann et al., 1995; Ryckaert; Ciccotti; Berendsen, 1977). 

A minimização dos sistemas foi realizada em três etapas. Nas duas 

primeiras, com as proteínas fixas por uma restrição de posição de 500 kcal/mol, os 

íons e as moléculas de solvente passaram por 2.000 ciclos de minimização, sendo os 

primeiros 1.000 ciclos com o algoritmo steepest descent seguidos de 1.000 ciclos 

utilizando o método de gradiente conjugado. Na terceira etapa, todo o sistema foi 

minimizado sem restrições, começando com 2.000 ciclos utilizando steepest descent, 
seguidos pelo gradiente conjugado até a convergência (Nazareth, 2009; Meza, 2010). 
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Figura 9. Fluxograma de simulação de dinâmica molecular 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Os arquivos de estrutura no formato .pdb seguem as etapas 
de preparação e montagem do sistema, gerando arquivos de topologia .prmtop e de 
coordenadas .inpcrd, que são utilizados pelo Amber18 para executar a simulação, gerando 
arquivos de trajetória no formato .netcdf. 
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O procedimento de equilíbrio também foi realizado em três etapas. Na 

primeira, o sistema foi gradualmente aquecido à 310 K ao longo de 175 ps em 

ensemble canônico (NVT) usando o termostato de Langevin (Nauchitel', 1981; Farago, 
2019). Após o aquecimento, o equilíbrio da densidade utilizou ensemble NTP, com o 

barostato de Monte Carlo ajustando a pressão para 1 atm durante 500 ps (Åqvist et 

al., 2004). Ambas as etapas usaram restrições de posição de 10 kcal/mol·Å² nos 

átomos das proteínas. Finalmente, um equilíbrio estendido foi realizado por 5 ns livre 

de restrições.  

As simulações de produção com duração de 100 ns foram conduzidas em 

ensemble isotérmico-isobárico (NTP). As trajetórias resultantes foram analisadas com 

o cpptraj para determinar o RMSD, as ligações de hidrogênio e as distâncias 

relevantes (Roe; Cheatham, 2013). A Figura 9 contém o fluxograma completo da 

preparação até a análise das simulações da DM. Todas as execuções utilizaram um 

cluster computacional HPC-HPE com 10 nodes de cálculo e dois principais com 60 TB 
de capacidade de armazenamento, sendo 1 Compute Node HPE DL380 2U, 

configurado como Headnode, 20 cores, 192GB, 36 TB, uma máquina similar com 24 

TB de armazenamento, 2 nodes de cálculo, cada um com 32 cores, 192GB de DDR4, 

2 GPU NVIDIA P100 12GB, e mais 8 nodes com GPU K20. 

 

3.2.2 Docking BRON-NRR 
 

Previamente ao docking de BRON em NRR, foi realizada a predição de 

epítopos do antígeno a partir da sua sequência com o BepiPred-3.0, aplicando um cut-

off de 0,15 ao escore predito para identificação dos resíduos-alvo (Clifford et al. 2022). 

O docking do Fv modelado de BRON foi realizado com o NRR de Notch1, extraído do 

PDB: 3L95. A conformação ligada de NRR, em complexo a um anticorpo, foi escolhida 

por apresentar ajustes estruturais, como mudanças nas conformações das cadeias 

laterais dos resíduos de interface, que favorecem a interação (Apêndice A).  

Vale ressaltar que os resíduos que participaram das interações descritas 

em 3L95 não foram utilizados como âncoras de interação para o complexo BRON-

NRR, sendo aplicada a metodologia de docking cego que garante a livre exploração 

da superfície do antígeno sem a imposição de restrições conformacionais.  
O estado de protonação das proteínas foi ajustado e o docking foi realizado 

utilizando o software ClusPro nos modos normal e anticorpo. As estruturas com os 
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menores escores de energia foram submetidas a validação por meio de simulações 

de dinâmica molecular aquecidas (DMa). Essa abordagem consiste em submeter as 
estruturas obtidas por docking a aumentos subsequentes de temperatura, com o 

objetivo de separar as poses verdadeiras de decoys (poses falsas) (Radom; Plückthun; 

Paci, 2018).  

A preparação do sistema iniciou pelo capeamento do N- e C-terminal das 

proteínas com grupamentos acetil (ACE) e N-metilamida (NME). As demais etapas 

seguiram o fluxograma da Figura 9, incluindo três passos de minimização e três de 
equilíbrio. A dinâmica de produção foi iniciada na temperatura de 310 K (36,85 ºC), a 

mesma na qual o sistema foi equilibrado. Após 30 ns, foram realizados três aumentos 

de temperatura: entre 30 e 42,5 ns, a simulação foi conduzida à 330 K (56,85 ºC); no 

intervalo seguinte, de 42,5 a 55 ns a temperatura utilizada foi de 360 K (86,85 ºC); e 

os últimos 15 ns de simulação usaram 390 K (116,85 ºC) (Figura 10). 

 
Figura 10. Simulações de dinâmica molecular aquecida 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Após a etapa de aquecimento de 0 a 310 K, são 
executadas as demais etapas de equilibração. A DM de produção é iniciada na temperatura 
de 310 K. A temperatura é elevada para 330 K, 360 K e 390 K em 30 ns, 42,5 ns e 55 ns, e 
a simulação é encerrada em 70 ns. 

 

As trajetórias resultantes foram analisadas com o cpptraj para o cálculo do 

RMSD total e do iRMS, com um valor de corte de 5 Å aplicado na identificação de 

poses estáveis. O complexo que se manteve dentro do cut-off foi avaliado também 
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quanto a manutenção das estruturas secundárias ao longo da simulação via DSSP 

(Dictionary of Secondary Structures in Proteins).  

Os programas PDBSum e RING 4.0 foram então aplicados para identificar 
o número de resíduos envolvidos na interação, a área de interface, a formação de 

pontes salinas, ligações de hidrogênio e de contatos não ligado (de Beer et al., 2014; 

Laskowski et al, 1997; Del Conte et al., 2024). Essas informações foram utilizadas 

para caracterizar o perfil dos resíduos que compõem a interface e compreender a 

contribuição das CDRs de BRON para interação. Além disso, foi feito o alinhamento 

das estruturas oriundas do docking à estrutura cristalográfica 3L95 usando o programa 

de visualização de estruturas ChimeraX , a fim de analisar comparativamente o 

mecanismo de inibição (Meng et al., 2023; Pettersen et al., 2020; Goddard et al., 2017). 

 

3.3 Amostragem conformacional do complexo BRON-NRR 
 
3.3.1 Simulações de dinâmica molecular convencionais  
 

Para aprofundar o entendimento sobre a dinâmica e estabilidade do 

complexo Fv-NRR, foram realizadas quatro replicatas de DM de 400 ns. As 

simulações foram iniciadas a partir das caixas de simulação octaédricas previamente 

preparadas para a DMa, que foram submetidas a novas etapas de minimização e 
equilibração (Figura 9). Os 400 ns de produção foram subdivididos em 80 etapas de 

5 ns cada, cada uma consistindo em 1.250.000 passos de 4 fs, uma condição 

possibilitada pelo uso do HMR. As coordenadas foram registradas no arquivo de 

trajetória a cada 1.250 passos, resultando em um total de 80.000 frames.  

O cut-off de distância para as interações de van der Waals e eletrostáticas 

foi estabelecido em 10 Å. O controle de pressão foi realizado utilizando o barostato de 

Monte Carlo, mantendo o sistema a uma pressão de 1 atm, enquanto o controle de 

temperatura foi feito com o termostato de Langevin, fixando a temperatura em 310 K, 

sendo estes parâmetros, assim como a concentração iônica de 0,15 M, escolhidos 

para mimetizar condições fisiológicas. As trajetórias geradas foram comprimidas e 

analisadas usando o cpptraj para o avaliação de diversas métricas. 
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O RMSD foi calculado tanto para o complexo quanto para o anticorpo e 

antígeno individualmente. O iRMS, em particular, focou na interface entre BRON e 
NRR, fornecendo insights sobre a manutenção da interação ao longo do tempo. Já o 

RSMF (“Root Mean Square Fluctuation”) foi calculado para os átomos da cadeia 

principal das proteínas a fim de avaliar amplitude das flutuações, permitindo identificar 

regiões de maior flexibilidade (Kuzmanic; Zagrovic, 2010). O cálculo do RMSF é 

baseado na Equação 3, onde xi(j) denota a posição átomo i no frame j e ⟨xi⟩ é a posição 

média de i em todos os frames que compõe a trajetória. 

 

As ligações de hidrogênio (ligH) foram identificadas através de critérios 

geométricos, sendo que a distância entre um átomo pesado aceitador A – átomos com 

elevada eletronegatividade, a exemplo do flúor, oxigênio e nitrogênio – e um átomo 

pesado doador D deve ser inferior a 3 Å, e o ângulo A-H-D deve ser superior a 135º  

(Arunan et al., 2011; Roe; Cheatham, 2013) (Figura 11A).  

 

Figura 11. Condições geométricas para estabelecimento da ligH e redução de 

dimensionalidade por PCA 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) A formação de ligH depende de condições geométricas. Para o 
cpptraj, essas condições correspondem a uma distância A–D menor que 3 Å e o ângulo A-H-D maior 
que 135º. (B) A PCA é uma técnica capaz de reduzir conjuntos de dados multidimensionais, como as 
trajetórias de DM, em 2 dimensões principais, facilitando sua interpretação gráfica. 

 

Para uma análise mais aprofundada das conformações adotadas pelo 

complexo durante as simulações, foi realizada uma redução de dimensionalidade 

utilizando a Análise de Componentes Principais (PCA) (Cox, Cox, 2008; David; Jacobs, 

2014) (Figura 11B). Nessa etapa, a trajetória foi reduzida uniformemente para 20.000 

(3) 
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frames, diminuindo o custo computacional. A matriz de covariância foi construída 

utilizando apenas os átomos da cadeia principal (C, Cα, N, O) das proteínas. Essa 
abordagem permitiu identificar o número de componentes necessários para descrever 

o espaço multidimensional amostrado e, dentro dos dois primeiros componentes 

principais, as conformações representativas do complexo em cada replicata. 

Além das DM com o complexo BRON-NRR, foram realizadas simulações 

de 100 ns para diferentes conformações do NRR de Notch: em cadeia única pré-S1 

(PDB: 3ETO); heterodímero não-ligado (PDB: 3I08); heterodímero na conformação 
ligada sem o Fab (PDB: 3L95); heterodímero em complexo com o Fab (Figura 12) 

(Gordon et al., 2009a; Gordon et al., 2009b; Wu et al., 2010). Enquanto os primeiros 

três sistemas foram simulados em duplicatas, o último foi alvo de quatro réplicas, que 

foram analisadas utilizando o cpptraj e o pyPcaZip (Shkurti et al., 2016). 

 

Figura 12. Conformações de NRR simuladas 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). As estruturas de NRR na forma monomérica 
(verde), heterodimérica não-ligada (azul) e heterodimérica ligada (rosa) foram 
recuperadas do PDB pelos códigos 3ETO, 3I08 e 3L95, respectivamente. Apenas 
átomos das proteínas estão sendo exibidos na exibição de estrutura secundária do 
PyMOL. 

 

O algoritmo LCPO (Linear Combination of Pairwise Overlaps) calculou a 

área acessível ao solvente (SASA, do inglês “Solvent-accessible Surface Area”) para 

todo o sistema e especificamente para o sítio de clivagem S2 (resíduos 1710 e 1711) 

(Weiser; Shenkin; Still, 1999). Já o pyPcaZip foi utilizado na redução de 

dimensionalidade, realizando a diagonalização de trajetórias de diferentes sistemas e 

as projetando sobre o mesmo espaço bidimensional, garantindo a identificação das 

conformações de NRR partindo de diferentes posições iniciais.  
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3.3.2 Energia livre de interação 

 
Com o intuito de avaliar a energia livre de interação e a contribuição 

individual dos resíduos para a estabilidade do complexo BRON-NRR, foi empregada 

a metodologia de MM/GBSA (Molecular Mechanics with Generalized Born and Surface 

Area Solvation) (Srinivasan et al., 1998; Kollman et al., 2000). Este método permite a 

decomposição da energia livre de ligação em termos entálpicos e entrópicos, 

fornecendo uma visão detalhada das interações moleculares e das forças 
estabilizadoras do complexo (Tuccinardi, 2021). A energia livre de ligação (ΔGbind) é 

obtida pela soma da energia de interação molecular na fase gasosa (ΔEMM), da 

energia livre de solvatação (ΔGsolv) e da mudança na entropia conformacional 

associada à interação ao ligante (-TΔS) (Equação 4). 

 
ΔEMM é o somatório da variação nas energias internas correspondentes às 

energias de ligação, ângulos e diedros, da energia eletrostática e das energias de van 

der Waals. ΔGsolv inclui contribuições polares e não-polares, e é calculado com base 

no modelo de Born Generalizado (GB) (Feig et al., 2004; Onufriev; Case; Bashford, 

2002; Bashford; Case, 2000). Por fim, as mudanças na entropia conformacional são 

usualmente omitidas na avaliação da energia livre de interação relativa entre ligantes 

semelhantes devido ao elevado custo computacional (Wang et al., 2019). 

Para a análise MM/GBSA do complexo BRON-NRR, foi utilizado o script 

MM/PBSA.py disponível no AmberTools19 (Miller et al., 2012). Foram selecionados 

400 frames igualmente espaçados, coletados dos últimos 100 ns das simulações de 
400 ns, garantindo que apenas as conformações equilibradas fossem analisadas. A 

decomposição da energia livre também foi realizada para identificar os resíduos que 

desempenham papéis significativos na estabilização do complexo, denominados hot-

spots. Essa etapa visou a orientar a etapa de otimização, indicando sítios promissores 

para realização de mutações que possam melhorar a afinidade, e resíduos que devem 
ser conservados para não comprometer a formação do complexo (Moreira; Fernandes; 

Ramos, 2006). 

  
3.3.3 Umbrella Sampling 
 

(4) 
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3.3.3.1 Validação da metodologia de Umbrella Sampling 

 
A metodologia de Umbrella Sampling (DM-US) é amplamente utilizada para 

calcular o perfil de energia livre em processos moleculares complexos, como a 

dissociação de complexos proteicos (Siebenmorgen; Zacharias, 2019). Na DM-US, a 

coordenada de reação, que representa a progressão do sistema de um estado inicial 

para um estado final, é amostrada de forma eficiente, mesmo em regiões de alta 

energia que são raramente acessadas em simulações convencionais (Kästner, 2011).  

Essa amostragem é possibilitada pela aplicação de um potencial de viés ao 

longo de janelas, que restringe a coordenada de reação ξ a uma determinada faixa de 

valores, sem, no entanto, impor uma restrição rígida (Torrie; Valleau, 1977). A 

combinação das distribuições obtidas em cada janela é realizada por meio de métodos 

tais quais a análise de histograma ponderado (WHAM), que permite calcular a calcular 

a Força Potencial Média (PMF, do inglês “Potential Mean Force”) (Kumar et al., 1995).  
A qualidade da amostragem é crucial para a obtenção de um PMF confiável. 

Para isso, é necessário garantir uma sobreposição adequada entre as distribuições 

das diferentes janelas, facilitando a combinação dos dados na análise final. Outro 

aspecto fundamental na metodologia de US é a escolha da coordenada de reação 

(Kästner, 2011). Portanto, com a finalidade de obter resultados fidedignos, o método 

de DM-US foi validado pelo estudo da dissociação do complexo barnase-barstar.  
Este sistema foi escolhido por ser bem caracterizado, com disponibilidade 

de dados estruturais de cristalografia de raios-X com alta resolução, parâmetros 

termodinâmicos obtidos por calorimetria e dados cinéticos, além de possuir um 

tamanho moderado de aproximadamente 200 resíduos, o que torna viável seu uso 

para simulações extensas (Schreiber; Fersht, 1995; Urakubo; Ikura; Ito, 2008; 

Gumbart; Roux; Chipot, 2013; Zhang et al., 2023).  

A fim de comparar os resultados obtidos com a literatura disponível, 

inicialmente, foram obtidas as cadeias A e D da estrutura cristalográfica PDB: 1BRS 

(Buckle; Schreiber; Fersht, 1994; Wang et al., 2010). O estado de protonação dos 

resíduos das proteínas foi ajustado ao pH 7,4, e as etapas de preparação seguiram 

as diretrizes apresentadas na Figura 9. A caixa de simulação foi dimensionada para 

112,733 Å em todas as direções, utilizando a água com o modelo SPC/E. 
A estrutura final obtida após as etapas de minimização e equilíbrio, que 

utilizaram o campo de força ff14SB com um tempo de integração de 2 fs e sem o uso 
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de HMR, serviu como ponto de partida para a DM-US. Durante essas simulações, a 

coordenada de reação foi definida como a distância entre os centros de massa das 
duas proteínas, calculada a partir dos Cα usando o cpptraj.  

 

Figura 13. Parâmetros de execução do Umbrella Sampling com sistema de referência 

barnase-barstar 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). A estrutura secundária do PDB: 1BRS do complexo barnase (verde) 
e barstar (amarelo) foi observada no ChimeraX.  

 

Para induzir a dissociação do complexo barnase-barstar, foi aplicado um 

potencial harmônico ao longo da coordenada de reação, restringindo o movimento das 
proteínas ao longo do eixo Z (Wang et al., 2010). Um protocolo disponibilizado pelo 

grupo de pesquisa MoBioChem, situado na Autonomous University of Madrid, foi 

adaptado (Palmisano, 2022). Os valores de constante de força de restrição 

selecionados para avaliação equivalem a 40 e 50 kcal/mol·Å². 

A distância inicial (Di) foi definida em 23 Å, seguindo a metodologia 

estabelecida por Wang e colaboradores (2010), e tamanhos de janela de 0,25 e 0,50 
Å foram testados (Figura 13). As simulações utilizaram 70 janelas de 5 ns cada, 

totalizando 350 ns e 35 mil frames, com snapshots da trajetória salvos a cada 10 ps. 

A sobreposição entre as janelas foi verificada utilizando um script Python de 

elaboração própria. 

Já o PMF foi calculado utilizando o WHAM. Inicialmente, um script perl foi 

aplicado para criar um arquivo de metadados levando em consideração que o 
programa wham, que implementa o método homônimo, usa a forma 0,5Κ(b – b0)², 

diferenciando-se da descrição utilizada pelo campo de força do Amber, que é derivada 

equação de Hooke (Figura 14) (Case et al., 2018; Ngan et al., 2008). Portanto, na 

conversão das forças utilizadas no Amber para execução pelo wham, é necessário 

multiplicá-la por dois (Luo et al., 2023).  
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Figura 14. Termos que compõe o campo de força usado pelo Amber 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). 
 

Para execução do wham, foi utilizada a temperatura de 310 K com os 

valores de tolerância de convergência variando de 0,01 a 0,000001 kBT (Grossfield, 
2014). As iterações do WHAM param quando as probabilidades mudam menos que a 

tolerância (Hub; de Groot; van der Spoel, 2010). O erro foi estimado através de 10 

ciclos de análise de bootstrap (Efron, 1979). A etapa de refinamento do perfil de 

energia livre considerou que o primeiro nanossegundo de simulação em cada janela 

corresponde ao período de acomodação do sistema à nova coordenada de reação, 

sendo este, portanto, removido do cálculo do PMF (Ruano; Cárdenas; Nogueira, 2021).  
 
3.3.3.2 Aplicação da DM-US no sistema BRON-NRR 

 

Para a aplicação da DM-US no sistema anticorpo-antígeno BRON-NRR, as 

conformações predominantes de cada uma das quatro replicatas de simulação 

convencional de 400 ns foram identificadas por PCA e extraídas da trajetória com o 

cpptraj. Esse sistema, que na DM anterior havia passado pelo reparticionamento das 
massas de hidrogênios, foi reparametrizado sem a utilização do HMR para gerar 

novos arquivos de coordenadas e topologia que passaram, então, pelas etapas de 

minimização e equilibração ilustradas na Figura 9. 

Respaldado pelos resultados do sistema de validação, o tamanho de janela 

para DM-US de BRON-NRR foi mantido em 0,25 Å e a constante de força em 50 

kcal/mol·Å², tendo cada janela uma a duração de 10 ns. O primeiro nanossegundo de 

cada janela foi excluído da análise de reponderamento, sendo considerado o período 
de equilíbrio para a nova coordenada de reação, e 100 ciclos de análise de erro de 
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bootstrap foram realizados. A tolerância de convergência para o processamento com 

o wham foi avaliada entre 0,01 e 0,0001 kBT.  

 

Figura 15. Umbrella sampling do sistema Fv-BRON 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Esquema ilustrativo do método de Umbrella Sampling aplicado ao 
sistema BRON-NRR. O complexo está representado como superfície, sendo NRR colorido em verde 
claro, VH em violeta, e VL em bege. A distância entre os centros de massa (CDM) das proteínas (indicada 
pelo traço preto) é usada como a coordenada de reação, partindo da distância inicial Di e indo até a 
distância final Df. As simulações são conduzidas em número de janelas nJ ao longo de diferentes 
distâncias, sendo aplicado um potencial harmônico responsável por manter os valores de coordenada 
variando dentro de J. Cada janela gera uma distribuição de amostragem (representada pelos gráficos 
de barras em cinza) com a respectiva variação das distâncias. As distribuições obtidas de cada janela 
são combinadas usando o método WHAM para gerar o perfil de energia livre da interação entre as 
proteínas.  
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Para determinar a melhor tolerância, foi calculado o coeficiente de 

correlação de Pearson, uma medida estatística que quantifica a força e a direção da 

relação linear entre duas variáveis. Esse coeficiente varia de -1 a 1, onde valores 
próximos a 1 indicam uma forte correlação positiva (ou seja, à medida que uma 

variável aumenta, a outra também tende a aumentar), valores próximos a -1 indicam 

uma forte correlação negativa (quando uma variável aumenta, a outra tende a 

diminuir), e valores próximos de 0 indicam ausência de correlação linear (Benesty et 

al., 2009).  

O coeficiente foi calculado entre os valores de ΔG obtidos com diferentes 

tolerâncias e as estimativas de ΔGbind, geradas pelo método MM/GBSA, e ΔGsep, 
obtidas pelo módulo InterfaceAnalyzer do Rosetta, permitindo identificar a tolerância 

que resultou na maior consistência entre os métodos (Sedgwick, 2009; Miller et al., 

2012; Stranges; Kuhlman, 2012). As simulações totalizaram 1 μs por conformação e 

a afinidade foi estimada como a diferença entre o maior e o menor valor encontrado 
na curva de PMF (Ngo et al., 2019; Lan et al, 2019). A metodologia utilizada para o 

sistema BRON-NRR está ilustrada na Figura 15. 

 

3.4 Desenho computacional de biobetters baseados em BRON 
 
3.4.1 Mutagênese de saturação 
 

Com as informações obtidas sobre as conformações predominantes do 

complexo BRON-NRR, o perfil energético e a identificação dos hot-spots de interação 

anticorpo-antígeno, foi possível avançar para a otimização do Brontictuzumabe. O 

primeiro passo envolveu a execução da mutagênese de saturação, utilizando as 

quatro conformações predominantes identificadas nas simulações de 400 ns através 

da PCA. Essa tarefa foi realizada empregando três sub-rotinas do programa FoldX 

v.5.1 (Figura 16) (Guerois; Nielsen; Serrano, 2002; Delgado et al., 2019). O fluxograma 

de aplicação dos módulos do FoldX para automação da mutagênese de saturação 

baseou-se em no pipeline utilizado pelo programa MutateX (Tiberti et al., 2022). 

Inicialmente, o RepairPDB foi utilizado para minimizar a energia e reparar 

as estruturas, identificando e corrigindo resíduos com ângulos de torção inadequados, 

choques de van der Waals, ou energias totais desfavoráveis (Van Durme et al., 2011). 
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Em seguida, foi aplicado o PositionScan, que substitui um aminoácido genérico X por 

cada um dos 20 aminoácidos possíveis, ajustando também os resíduos vizinhos para 
minimizar interações desfavoráveis (Jones; Olsen; Gajhede, 2018). As mutações 

foram direcionadas para os resíduos localizados na interface anticorpo-antígeno de 

BRON, considerando condições experimentais de 310 K de temperatura, força iônica 

de 0,15 M e pH 7,4. 

 

Figura 16. Mutagênese de saturação utilizando os módulos do FoldX 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). A estrutura tridimensional do complexo BRON-NRR é, inicialmente, 
reparada e, então passa pelos módulos do PositionScan e AnalyseComplex do FoldX, a fim de predizer 
os impactos das mutações por todos os 20 aminoácidos em cada posição da interface proteína-proteína. 
Essas informações foram condensadas em mapas de calor contendo os valores de ΔΔG. Na imagem, 
a estrutura secundária de VH e VL de BRON está colorida em violeta e bege, respectivamente, e é 
realizada a mutagênese de saturação de um resíduo genérico X por todos os resíduos. 
 

Por fim, o módulo AnalyseComplex foi utilizado para avaliar a energia de 

interação entre as duas moléculas (ΔGbind). O FoldX calcula a energia livre de ligação 

de um complexo AB a partir das energias livres do complexo (ΔGAB) e das moléculas 

isoladas (ΔGA e ΔGB), sendo ΔGbind = ΔGAB − (ΔGA + ΔGB) (Schymkowitz et al., 2005). 

Um script em Python processou os arquivos gerados pelo FoldX, consolidando as 

mutações individuais em cada posição em um único arquivo de texto, e calculou o 

ΔΔG pela subtração do valor de energia do complexo inicial do valor do complexo 

mutado (ΔGwt - ΔGmut). Mutações favoráveis, portanto, resultaram em valores positivos 

de ΔΔG, indicando uma maior estabilidade energética do mutante (Figura 16).  

 
3.4.2 Enxerto de CDRs e desenho de sequência 

 
Os programas RosettaAntibodyDesign (RAbD) e AbSeldon foram aplicados 

no enxerto de CDRs e desenho de sequência de BRON. O RAbD opera por meio de 
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um ciclo externo, que, quando habilitado pelo usuário, executa o enxerto das CDRs, 

passando a estrutura resultante para um ciclo interno, onde ocorre a otimização da 

sequência, reempacotamento da cadeia lateral e minimização dos CDRs (Adolf-
Bryfogle et al., 2018). Em seguida, é executada uma minimização de energia com a 

função de energia do Rosetta e, caso a estrutura minimizada possua energia menor 

do que a inicial, ela é aceita. Já se a energia for superior, o novo modelo é aceito com 

a probabilidade exp(-ΔE/RT), onde ΔE é a diferença de energia, seguindo o critério de 

Monte Carlo (Nayeem; Vila; Scheraga, 1991) (Figura 17). 

As conformações mais acessadas durante as simulações de 400 ns de 

BRON-NRR foram usadas como ponto de partida. A numeração dos anticorpos foi 

ajustada ao esquema AHo utilizando o ANARCI, adequando-se ao padrão utilizado 

pelo RAbD (Dunbar; Deane, 2016). Devido à pouca contribuição das CDRs L1 e L2 

na interface com NRR, esses dois loops foram selecionados para o enxerto. Já o 

desenho de sequência foi aplicado a todas as CDRs, exceto a H2, que apresentou 
interações críticas para a estabilidade do complexo.  

Seguindo as recomendações do manual do RAbD, o número de passagens 

pelo ciclo externo foi ajustado para 100, e o número de estruturas geradas foi de 250 

por conformação inicial. Considerando as quatro estruturas iniciais utilizadas, o 

programa produziu um total de 1.000 anticorpos modificados. Os complexos gerados 

foram avaliados usando o módulo InterfaceAnalyzer do Rosetta, que calcula, dentre 
outros parâmetros, a energia de interação dos complexos proteína-proteína (Lewis; 

Kuhlman, 2011; Stranges; Kuhlman, 2012). Desse modo, a diferença de energia livre 

entre o complexo nativo e o mutante (ΔΔG) foi estimada.  

O segundo programa utilizado foi o AbSeldon (Antibody Structural 

Enhancement Leveraging Diversity for Optimization of iNteractions), desenvolvido 

pelo Grupo de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos da Fiocruz Ceará 

(Sampaio, 2024). Simplificadamente, o pipeline do AbSeldon envolve seis etapas 

principais. Inicialmente, um arquivo de estrutura do complexo anticorpo/antígeno e um 

com a sequência em formato FASTA do anticorpo são preparados para modificação. 

Então, é executado o enxerto de CDR-H3, onde sequências H3 naïve são enxertadas 

a partir de dados de anticorpos humanos presentes no banco de dados OAS 

(Observed Antibody Space) (Kovaltsuk et al., 2018; Olsen; Boyles; Deane, 2022).   
A terceira etapa consiste no enxerto de CDRs não-H3, onde é testada a 

substituição dos loops canônicos por um conjunto reduzido de conformações 
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conhecidas. Em seguida, é executada busca por sequências naïve de CDRs não-H3 

de anticorpos humanos do OAS. Os passos seguintes utilizam informações de 
anticorpos de memória, e incluem uma etapa de mutagênese, com introdução de 

mutações pontuais, e a maturação do framework (Sampaio, 2024) (Figura 17). 

 

Figura 17. Rotina de otimização de anticorpos pelo RAbD e AbSeldon 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). 
 

Uma limitação do uso do AbSeldon está nos dados de anticorpos de 
memória, que possuem, majoritariamente, sequências de cadeias leves do tipo kappa 

(Sampaio, 2024). Uma vez que BRON é um anticorpo IgG2-lambda, é possível que 

as alterações implementadas confiram ao desenho uma característica de anticorpo 

não-maturado. Novamente, as quatro estruturas de DM foram utilizadas, com a 

produção de aproximadamente 640 resultados por conformação, totalizando 2.560 

desenhos. 
 
3.4.3 Dobramento inverso e aplicação de modelos de linguagem 
 

O dobramento inverso é um processo computacional que busca determinar 

sequências de aminoácidos compatíveis com uma determinada estrutura 

tridimensional da proteína (Godzik; Kolinski; Skolnick, 1993). No caso de anticorpos, 
a probabilidade posicional de um resíduo está correlacionada à afinidade ao antígeno. 

O software AntiFold, disponível no repositório OPIG da Universidade de Oxford, foi 

aplicado no dobramento inverso das CDRs do Brontictuzumabe (Høie et al., 2024). 

Quatro conformações predominantes do anticorpo, obtidas por dinâmica molecular, e 
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quatro desenhos oriundos da metodologia de enxerto, foram submetidos ao programa, 

produzindo 800 sequências. Os resultados foram analisados quanto a recuperação de 

sequência, escore global e probabilidade de ocorrência dos resíduos em cada posição.  
Complementarmente, foi feita maturação de afinidade de BRON a partir de 

modelos de linguagem gerais de proteínas utilizando a metodologia proposta por Hie 

e colaboradores (2024). De forma geral, modelos de linguagem têm o potencial de 

aprender padrões em sequências de proteínas ao longo da evolução (Lin et al., 2023). 

A abordagem aplicada utiliza o transformador ESM-1b juntamente a um conjunto de 

cinco modelos ESM-1v treinados com base em quase cem milhões de sequências de 

proteínas naturais (Hie et al., 2024). A partir da sequência de BRON, o script gerou 

uma lista de substituições acompanhadas do número de modelos de linguagem que 

as recomendaram. 

 
3.4.4 Validação dos desenhos 
 

A validação das modificações geradas iniciou-se pela identificação de 

alterações consenso através do AbAlign (Zong et al., 2023). Como os diferentes 

programas de otimização empregam esquemas de numeração distintos — o RAbD 

utiliza, por padrão, a numeração AHo, o AbSeldon renumera para Martin, o AntiFold 

usa IMGT e os programas de docking e simulação utilizam a numeração sequencial 
— os anticorpos foram alinhados e renumerados de acordo com o esquema Martin, 

garantindo consistência entre os métodos.  

Não obstante, as estruturas resultantes do enxerto de CDRs foram 

submetidas a simulações de DMa. Somente as estruturas que mantiveram um valor 

de RMSD abaixo do corte de 5 Å passaram também por simulações estendidas de 

400 ns, permitindo a identificação do melhor desenho em termos de estabilidade e 

interações. Os parâmetros de simulação aplicados foram os mesmos das simulações 

com Fv nativo. 

O potencial de reatividade cruzada dos anticorpos nativo e otimizado foi 

avaliado pelo docking desses modelos à Notch2 e Notch3 usando o HADDOCK2.4 

(Honorato et al., 2024). As estruturas dos receptores foram obtidas a partir do PDB 

com os IDs 2OO4 e 5CZV, respectivamente, e suas sequências comparadas por 
alinhamento no ClustalW (Bernasconi-Elias et al., 2016; Gordon et al., 2007; 

Thompson; Gibson; Higgins, 2002). Os resultados do docking foram avaliados quanto 
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ao Escore HADDOCK, tamanho do cluster, área de superfície enterrada, dentre outros 

parâmetros fornecidos pelo programa. 

Para verificar a viabilidade das modificações no que tange à solubilidade, a 
estrutura otimizada foi submetida ao AggreScan4D (Bárcenas et al., 2024). O 

programa Therapeutic Antibody Profiler, incluso na plataforma SAbPred, foi aplicado 

para comparar a sequência de domínio variável com cinco diretrizes de 

desenvolvimento derivadas de anticorpos terapêuticos em estágio clínico: tamanho 

das CDRs; patches na vizinhança das CDRs, incluindo de hidrofobicidade de 

superfície (PSH), de carga positiva (PPC) e de carga negativa (PNC); e simetria de 

carga estrutural Fv (SFvCSP) (Raybould et al., 2019). 

Por fim, a carga e estabilidade do desenho foram estimadas através da 

plataforma Protein-Sol, onde também foi realizada uma metanálise baseada em 12 

parâmetros biofísicos (Hebditch, Warwicker, 2019a; Hebditch, Warwicker, 2019b). 

Esses testes complementaram a validação estrutural, fornecendo informações 
cruciais sobre a compatibilidade do anticorpo modificado com futuras aplicações 

terapêuticas. 

 
3.4.5 Construção dos scFvs 

 
Considerando as facilidades na produção e as vantagens de utilização de 

fragmentos variáveis de cadeia simples, foram adicionados peptídeos ligantes 

flexíveis entre as cadeias VH e VL do Brontictuzumabe. O tamanho do linker pode 

influenciar a afinidade ao antígeno, sendo o peptídeo mais utilizado aquele de 15 

resíduos composto por repetições de glicina e serina ((GGGGS)₃), garantindo a 

flexibilidade do fragmento adicionado (Wang et al., 2008). Além do linker de 15 
resíduos, foram construídos scFvs com linkers de 9 (GGGGSGGGG) e 12 resíduos 

((GGGGS)₂GG). 

A modelagem dos fragmentos scFv foi realizada com o RoseTTAFold, 

utilizado anteriormente para modelagem do Fv de BRON, e com o AlphaFold2, 

implementado no ColabFold, como segunda ferramenta de modelagem (Jumper et al., 

2021; Mirdita et al., 2022). Além disso, foi avaliada a aplicação do locPREFMD, que 
realiza o refinamento local da estrutura da proteína por meio de simulações de 

dinâmica molecular (Feig, 2016). A validação dos modelos utilizou novamente os 

programas MolProbity, QMEANDisco e o VoroMQA (Williams et al., 2017; Studer et 
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al., 2019; Olechnovič; Venclovas, 2017). 

Assim como no caso do Fv, o docking dos scFvs utilizou o software ClusPro, 

tanto no modo normal quanto no modo específico para anticorpos (Kozakov et al., 
2017). Os complexos gerados foram analisados com base em valores de energia, 

tamanho de cluster e similaridade da interface com BRON-NRR, sendo selecionados 

cinco com cada scFv para submissão à DMa. Foram selecionados para as etapas 

seguintes os complexos que apresentaram ligH com os resíduos 1501 ou 1710 de 

NRR, considerados críticos para o estabelecimento da "pinça molecular" que bloqueia 

o acesso ao sítio S2, e que mantiveram o RMSD abaixo de 5 Å. 

Esses complexos foram, então, avaliados pelo PDBSum e RING 4.0, a fim 

de analisar a composição da interface e a participação das CDRs na interação (Beer 

et al., 2014; Del Conte et al., 2024). Adicionalmente, os complexos com os fragmentos 

foram submetidos a duas replicatas de DM longas, com 400 ns de simulação, para 

verificar a estabilidade dos scFvs e comparar a interação desses fragmentos de 
cadeia única com o Fv de BRON através dos parâmetros de iRMS, SASA e raio de 

giro. Através da PCA, foi avaliado o impacto da introdução do linker e de seu 

comprimento no espaço conformacional percorrido por NRR. 

 

3.5 Visualização e tratamento de dados 
 

Neste trabalho, o tratamento de dados foi realizado utilizando bibliotecas 

gratuitas do Python3. Informações estatísticas foram extraídas com Pandas, enquanto 

os gráficos foram gerados por meio das bibliotecas MatPlotLib e Seaborn. Para a 

visualização dos arquivos de estrutura, foram utilizados os programas PyMOL 3.0.3 

(Schrödinger, LLC) e ChimeraX 1.8 (Meng et al., 2023; Pettersen et al., 2020; Goddard 

et al., 2017). A visualização das trajetórias de simulação contou, além do PyMOL, com 

o software VMD 1.9.3 (Humphrey; Dalke; Schulten, 1996). As imagens esquemáticas 

foram produzidas com os programas Inkscape e BioRender, facilitando a 

apresentação gráfica dos resultados e da metodologia. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Estrutura do fragmento variável de BRON e qualidade do modelo 
 

 A obtenção de modelos estruturais precisos de proteínas é fundamental 

para entender sua função e avaliar sua adequação para aplicações específicas, como 

o desenho de fármacos (Schwede, 2013). Na ausência de dados cristalográficos 

disponíveis para o anticorpo Brontictuzumabe, foi necessário utilizar a modelagem 
molecular para obter sua estrutura tridimensional. Dois métodos foram empregados, 

sendo o primeiro deles o ABodyBuilder, que utilizou como moldes para as frameworks 

dos domínios VH e VL as estruturas depositadas no PDB identificadas como 3HC4 e 

6MTR, com escores de 0,92 e 0,87, respectivamente. Esse programa usa o método 

FREAD, baseado em banco de dados, para modelar os loops CDR, e o ABangle para 

determinar a orientação entre VH e VL (Leem et al., 2016; Choi; Deane, 2009; Dunbar 
et al., 2013). O segundo método utilizado foi o RoseTTAFold, que gerou o modelo 

estrutural aplicando aprendizagem profunda (Baek et al., 2021).  

 

Figura 18. Comparação dos modelos estruturais gerados pelos diferentes programas 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) RMSD das CDRs dos modelos obtidos pelo RoseTTAFold e 
ABodyBuilder, obtido após o alinhamento das estruturas no PyMOL. Estrutura secundária dos modelos 
obtidos pelo (A) ABodyBuilder e (B) RoseTTAFold. As CDRs H1, H2, H3, L1, L2 e L3 estão coloridas 
com vermelho, amarelo, laranja, azul, ciano e cerceta, respectivamente. 

 

As estruturas obtidas a partir de ambos os programas foram comparadas, 

revelando diferenças, especialmente nos loops hipervariáveis. As CDRs 

apresentaram variações de até 5 Å, com as maiores discrepâncias observadas em H3 

e L2 (Figura 18). A predição precisa da variabilidade conformacional de loops flexíveis 

permanece um desafio para os métodos de modelagem, especialmente no caso de 
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anticorpos, devido à alta variabilidade em sequência e conformação da CDR-H3 

(Barozet; Chacón; Cortés, 2021; Nishigami, Kamiya, Nakamura, 2016). 

A fim de selecionar o modelo mais adequado para as etapas subsequentes, 
três ferramentas de validação foram empregadas (Figura 19A). O MolProbity foi 

utilizado para validação estereoquímica local e global, com o modelo gerado pelo 

ABodyBuilder apresentando um clashscore de 0,29 (apenas um caso de sobreposição 

estérica), em contraste com os 72 choques estéricos observados no modelo do 

RoseTTAFold (escore de 20,90). Tais choques são definidos como sobreposições 

maiores ou iguais à 0,4 Å de átomos que não sejam hidrogênio (Word et al., 1999; 

Williams et al., 2017).  

 O gráfico de Ramachandran, que avalia os ângulos φ e ψ de resíduos, 

identificou um único outlier na CDR-H3 do modelo do ABodyBuilder (Asn98 na 

numeração de Martin), enquanto o modelo do RoseTTAFold não apresentou nenhum. 

Outliers são resíduos que apresentam valores de diedros que os colocam em regiões 
não-permitidas do gráfico de distribuição, sua presença podendo indicar erros de 

modelagem, especialmente quando ultrapassam o limite de 0,2% (Ramachandran, 

1963; Smith et al., 2017).  

O modelo oriundo do ABodyBuilder ultrapassa essa margem em apenas 

0,2%, sobressaindo-se em termos de clashscore (1 choque estérico comparado aos 

79 do RoseTTAFold), sendo considerado mais adequado segundo as análises 
estereoquímicas do MolProbity. No entanto, a relevância do outlier para a interação 

com o antígeno ainda deve ser avaliada, a fim de determinar o impacto desse rotâmero 

na estabilidade e afinidade do complexo. 

O VoroMQA, que avalia as interações interatômicas, confirmou que ambos 

os modelos possuem pontuações superiores a 0,4, um indicativo de boa qualidade 

estrutural (Olechnovič; Venclovas, 2017). Já o QMEANDisCO, ferramenta que 

combina potenciais estatísticos e restrições de distância, calculou escores globais de 

0,78 e 0,79 para as estruturas provenientes do ABodyBuilder e do RoseTTAFold, 

respectivamente (Studer et al., 2019). Tendo em vista que o ABodyBuilder se baseia 

em conhecimentos específicos sobre estruturas de anticorpos, o que aumenta a 

precisão na modelagem de CDRs e na determinação do ângulo VH-VL, sua estrutura 

foi selecionada para as próximas análises. 
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Figura 19. Validação da modelagem do Fv de BRON 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Validação global dos modelos pelo MolProbity, VoroMQA 
e QMEANDisCo. (B) Estrutura secundária do Fv obtido com o ABodyBuilder colorida de acordo 
com os escores locais produzidos pelo QMEANDisCo, que também é representado pelos gráficos 
de similaridade local predita ao alvo para as cadeias (C) pesada e (D) leve. 

 

O lDDT (Local Distance Difference Test), calculado pelo QMEANDisCO, é 

uma pontuação que avalia diferenças entre os pares de distâncias interatômicas de 

um modelo e de uma estrutura de referência. Resíduos com lDDT superiores à 0,6 
são classificados como modelados corretamente (Studer et al., 2019). Em geral, todos 

os resíduos da cadeia pesada, exceto 8 presentes na CDR-H3, possuem qualidade 

aceitável (Figura 19B,C). Já na cadeia leve, as regiões L2 e L3 apresentaram um único 
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resíduo com qualidade inferior a 0,6, reforçando a adequação do modelo para estudos 

de interação e desenho molecular (Figura 19D). 

 
4.2 Validação e modos de ligação do complexo BRON-NRR 
 

As interações proteína-proteína, incluindo aquelas envolvendo a formação 

de complexos anticorpo-antígeno, desempenham um importante papel em diferentes 
processos biológicos, tornando seu entendimento essencial para elucidar as funções 

das biomoléculas envolvidas em termos de reconhecimento, afinidade e 

especificidade (Gray, 2006; Tsuchiya; Yamamori; Tomii, 2022).  

Sob o ponto de vista termodinâmico, a mudança na energia livre de 

formação do complexo, em comparação aos seus componentes isolados, resulta em 

uma conformação nativa localizada em um mínimo global de ΔG (Smith; Sternberg, 
2002). Dessa forma, o desafio das estratégias computacionais de predição de 

complexos proteína-proteína consiste em determinar, com rapidez e precisão, a 

conformação que melhor representa tal mínimo energético (Verkhivker et al., 2000).  

Entretanto, quando não há dados bioquímicos ou evolutivos para guiar o 

processo, o docking pode resultar em múltiplos modelos com pontuações energéticas 

similares, cabendo aos algoritmos de ranqueamento, que utilizam diferentes funções 
de energia, classificar adequadamente tais complexos (Moal et al., 2013). Tais 

algoritmos podem reduzir o número de possíveis conformações, porém identificar o 

modelo correto com base apenas nessas pontuações ainda é uma tarefa complexa, 

ressaltando a importância da validação. Neste sentido, o redocking permite avaliar a 

precisão das poses preditas a partir da sua comparação com estruturas 

cristalográficas conhecidas (Friesner et al., 2004). 

Para o docking de complexos envolvendo o domínio NRR de Notch1, 

avaliou-se a eficiência dos programas ClusPro e HADDOCK por meio do redocking 

do complexo com estrutura determinada experimentalmente depositada no PDB (3L95) 

e posterior avaliação dos resultados com o DockQ (Van Zundert et al., 2016; Kosakov 

et al., 2017; Basu; Wallner, 2016). Enquanto o HADDOCK produziu estruturas 
classificadas como aceitáveis ou incorretas, o ClusPro produziu modelos de alta 

qualidade tanto no modo normal quanto no específico para anticorpos (Figura 20A). 
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Figura 20. Redocking de um complexo Fab-NRR 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Escore de DockQ de todos os complexos proteicos 
gerados pelo HADDOCK e ClusPro, este sendo aplicado nos modos normal e anticorpo. Os 
pontos estão coloridos de acordo com a qualidade dos complexos, estando em vermelho os 
modelos incorretos, laranja aqueles aceitáveis, em amarelo os que tem qualidade média, e em 
verde os de alta qualidade. (B) Sobreposição da estrutura secundária do complexo cristalográfico 
com o resultado do docking pelo ClusPro no modo normal. NRR está em verde claro, e o Fab 
em sua posição cristalográfica está colorido em cinza. Já VH e VL, nas posições do Modelo 13 
gerado por docking, estão ilustrados em roxo e marrom, respectivamente. (C) Resultado do 
DockQ para o Modelo 13, gerado pelo ClusPro no modo normal. O escore do DockQ agrupa as 
informações dos contatos nativos, não-nativos, iRMS e LRMS em seu cálculo, e valores próximos 
a 1 indicam complexos de alta qualidade. 

 
A melhor pose obtida (Modelo #13 no modo normal) foi identificada como a 

estrutura de menor escore de energia pelo ClusPro, indicando que a função de energia 

aplicada no ranqueamento pode ser utilizada para identificação de conformações 

adequadas (Figura 20B). O complexo produzido preservou 58 dos 61 contatos nativos 

encontrados na estrutura cristalográfica original, e apresentou apenas 13 contatos não 
nativos (Figura 20C). Ademais, o RMSD da interface Fab-NRR foi inferior a 1 Å, 

demonstrando uma alta semelhança com a conformação cristalográfica e validando a 

adequação do ClusPro para o docking de um sistema comparável ao complexo entre 

o Brontictuzumabe e NRR.  
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Simulações de dinâmica molecular convencionais foram realizadas para 

avaliar a pose proposta pelo programa de docking. Ao longo das simulações em duas 
replicatas, o RMSD do domínio NRR manteve-se em torno de 2 Å, sugerindo 

estabilidade do antígeno (Figura 21A). O RMSD do sistema como um todo 

acompanhou as variações do Fab, permanecendo abaixo de 6 Å, o que é consistente 

com um heterodímero que contém cerca de 450 resíduos (Hermanto et al., 2017).  

 

Figura 21. Estabilidade e interações do complexo Fab-NRR  

Fonte: elaborada pelo autor (2024). (A) RMSD do complexo anticorpo-antígeno, apenas do Fab e 
apenas de NRR ao longo dos 100 ns de simulação em duas replicatas. (B) Estrutura secundária do 
complexo anticorpo-antígeno, com NRR em verde claro, VH em roxo e VL em marrom, e detalhamento 
das interações formadas pela CDR-H3 do anticorpo, que, pelo estabelecimento de uma ligação de 
hidrogênio (seta vermelha) entre Arg99 e Phe1510 e pelo empacotamento entre Arg99 e Leu1710 
(tracejado roxo), oculta o sítio S2. (C) Distâncias dos resíduos Phe1510 e Leu1710 à Arg99. (D) 
Prevalência da ligação de hidrogênio formada entre Arg99 e Phe1510. 

 

Wu e colaboradores (2010) propuseram um mecanismo de inibição do 

receptor Notch1 no qual a formação de um "grampo molecular" impede o acesso ao 

sítio S2, cuja clivagem pela enzima ADAM é essencial para a ativação do receptor. 
Nesse mecanismo, a CDR-H3 do anticorpo se insere na cavidade formada entre os 

domínios LNR e HD do NRR. A Arg99 interage diretamente com a Leu1710 do domínio 

HD, o resíduo que antecede a posição de clivagem enzimática, e forma uma ligação 

de hidrogênio com a carbonila de Phe1501, localizada no domínio LNR (Figura 21B). 

Essa interação polar é fundamental para estabilizar NRR em sua conformação auto-

inibida, bloqueando as mudanças conformacionais necessárias para a ativação do 
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receptor (Wu et al., 2010). 

Nas simulações realizadas com o complexo Fab-NRR, verificou-se que a 

Arg99 da CDR-H3 se manteve dentro de uma distância geométrica favorável para a 
formação de uma ligação de hidrogênio com Phe1501 (Fabiola et al., 2009) (Figura 

21C). Essa interação foi observada nas duas replicatas, sendo detectada em cerca de 

33% do tempo simulado da primeira e em mais de 50% da segunda, sugerindo que o 

mecanismo de inibição descrito por Wu e colaboradores (2010) está presente no 

complexo obtido por docking (Figura 21D). Além disso, a distância entre Arg99 e 

Leu1710 permaneceu inferior a 7 Å, o que está dentro do raio de cut-off para 

interações de cadeia lateral, corroborando a manutenção dessa interação relevante 

(Jumper et al., 2018).  

Os dados de simulação não apenas reiteram o “grampo molecular” que 

obstrui S2 como mecanismo de inibição de NRR, como também comprovam a 

capacidade do docking de reproduzir fidedignamente interações experimentais. Em 
concordância, a capacidade do ClusPro de propor interações anticorpo-antígeno 

corretamente, levando em consideração sua simetria particular, já foi documentada 

anteriormente na literatura (Chaves et al., 2020). O protocolo validado para o docking 

com o ClusPro foi, assim, empregado para predição não enviesada da interação entre 

BRON e NRR.  

Sem aplicação de restrições que direcionem a posição de encaixe, as 
estruturas do anticorpo e do antígeno foram submetidas ao programa e os complexos 

de menor energia resultantes, oriundos tanto no modo normal quanto no modo 

anticorpo, foram avaliados. Inicialmente, foi verificado se os valores de escore 

associados a essas estruturas seguem a "regra dos 5%", que sugere que, quando a 

diferença entre o valor de menor energia do primeiro e do segundo modelo for igual 

ou superior a 5%, o primeiro modelo na classificação de menor energia é o correto 

(Chaves et al., 2020). As diferenças encontradas entre o primeiro e o segundo modelo 

de menor energia foram de 4,22% para o modo anticorpo e 1,32% para o modo normal, 

ambos fora do corte proposto pela regra (Figura 22).  
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Figura 22. Docking BRON-NRR 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). As estruturas de menor energia resultantes do docking Fv-
NRR estão coloridas, sobrepostas a estrutura secundária do Fab, em cinza, complexado à NRR 
(verde claro). As cadeias pesadas e leves estão coloridas de violeta e bege, respectivamente. As 
tabelas exibem o número de membros para os três clusters de menor energia nas execuções do 
ClusPro nos modos normal e anticorpo. 

 
Dada a ausência de dados experimentais que possam auxiliar na seleção 

da conformação mais adequada, uma estratégia válida para identificar poses 

verdadeiras envolve o uso de simulações de Dinâmica Molecular com aquecimento 
(DMa). Este método baseia-se no princípio de que conformações corretas se 

encontram em mínimos da superfície de energia livre, enquanto conformações 

incorretas ou metaestáveis estão separadas por barreiras energéticas significativas 

(Radom; Plückthun; Paci, 2018). Para testar se as estruturas propostas podem 

escapar de possíveis “armadilhas” de conformações metaestáveis, são realizados 

sucessivos aquecimentos, e a estabilidade dos complexos avaliada pelo cálculo do 
RMSD. Estruturas estáveis após o aquecimento tendem a representar as 

conformações corretas (Radom; Plückthun; Paci, 2018). 

A partir das simulações de DMa, foi possível confirmar a estabilidade do 

complexo BRON-NRR gerado no modo normal. Durante as duas replicatas, o RMSD 

total e de interface manteve-se abaixo do cut-off de 5 Å, com o valor final próximo à 3 

Å mesmo após o último ciclo de aquecimento, que atingiu 390 K (Figura 23A,B). A 

integridade do sistema foi corroborada pela análise de estruturas secundárias, 
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demonstrando sua manutenção ao longo das simulações (Apêndice B). A avaliação 

visual do complexo confirmou sua estabilidade (Figura 23C). Já a estrutura gerada no 
modo anticorpo do ClusPro apresentou um RMSD superior ao valor de corte 

(Apêndice C). Deste modo, a conformação obtida pelo ClusPro no modo normal foi 

considerada a mais adequada para descrever o complexo BRON-NRR. 

Essa pose coloca BRON em uma posição semelhante à do Fab na 

estrutura cristalográfica de 3L95, sugerindo que BRON pode atuar bloqueando um 

epítopo similar e apresentar mecanismo inibitório análogo (Figura 22). Além disso, a 
predição de epítopos revelou que 22 resíduos da interface apresentaram um escore 

acima do cut-off de 0,15. Esses resíduos não estão dispostos de forma contínua na 

sequência, indicando a formação de um epítopo conformacional (Apêndice D). 

 
Figura 23. Dinâmica molecular aquecida de BRON-NRR 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) RMSD e (B) iRMS da simulação do complexo BRON-NRR, 
obtido pelo docking no modo normal. (C) Representação da estrutura secundária do complexo 
anticorpo-antígeno ao final de cada ciclo de temperatura, aos 30, 42,5, 55 e 70 ns. 
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A pose validada do complexo BRON-NRR foi detalhadamente 

caracterizada, revelando uma contribuição significativa da cadeia pesada em 

comparação com a leve, tanto em termos de área de interface quanto no número de 
interações formadas. A cadeia pesada abrangeu 1.235 Å2 de interface, enquanto a 

leve cobriu apenas 191 Å2. Em relação às interações, VH formou 2 pontes salinas, 22 

ligações de hidrogênio e 223 contatos não ligados, ao passo que VL esteve envolvido 

em apenas 1 ligação de hidrogênio e 11 contatos não ligados, sem participação na 

formação de pontes salinas (Figura 24A). 

Essa predominância da cadeia pesada está em concordância com estudos 

estruturais prévios, que apontaram que cerca de 70% das ligações de hidrogênio em 
complexos anticorpo-antígeno obtidos a partir do PDB envolvem CDRs da cadeia 

pesada (Osajima; Hoshino, 2016). Na natureza, camelídeos possuem anticorpos que, 

inclusive, dispensam a cadeia leve e interagem exclusivamente via o domínio VHH, 

com alta afinidade ao antígeno (Muyldermans et al., 2009). 

A análise de interações não identificou contatos entre o resíduo outlier 

Asn102 (Asn98 na numeração de Martin) e o antígeno, sugerindo que sua 

conformação não influencia diretamente a interface de ligação e validando a escolha 
do modelo do ABodyBuilder. Além disso, os resíduos críticos para a clivagem S2 em 

NRR interagiram diretamente com a cadeia pesada do Fv (Figura 24B). Leu1710 

forma ligações de hidrogênio com os resíduos Thr58, na CDR-H2, e Tyr60, que está 

na primeira posição de framework 3 (equivalentes às posições 57 e 59 na numeração 

de Martin). Já a Phe1501, envolvida no "grampo molecular" descrito por Wu e 

colaboradores (2010), interage via ligação de hidrogênio com Asn59 (ou Asn58, 
utilizando a numeração de Martin), possibilitando a formação de um mecanismo de 

inibição similar ao observado experimentalmente.  

Resíduos fora das CDRs, particularmente da região de framework 3 da 

cadeia pesada, presente entre H2 e H3, também participaram da interação. Exemplos 

estão localizados no intervalo entre Arg67 e Ser85 (Figura 24B). De fato, estima-se 

que 20% dos resíduos de anticorpos que interagem com o antígeno estão situados 

fora das CDRs (Kunik; Peters; Ofran, 2012). Um exemplo encontra-se na região de 
alça denominada DE, por vezes referida como CDR4, que é codificada por segmentos 

gênicos V e está localizada estruturalmente de forma adjacente às CDRs 1 e 2 (Kelow; 

Adolf-Bryfogle; Dunbrack, 2020). Já na sequência, ela está entre as CDRs 2 e 3 
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conectando as fitas D e E, constituindo um exemplo de contribuição fora das CDRs 

tradicionais com impacto na afinidade anticorpo-antígeno (Kelow; Adolf-Bryfogle; 
Dunbrack, 2020).  

 

Figura 24. Caracterização do complexo anticorpo-antígeno 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Informações sobre a interface proteína-proteína obtidos com o 
PDBSum, incluindo o número de resíduos de cada cadeia que a compõe, área, número de pontes 
salinas, ligH e contatos não-ligados. (B) Diagramas de interação resíduo-resíduo gerados pelo 
PDBSum. Pontes salinas e ligH são ilustradas por linhas contínuas de cores vermelha e azul, 
respectivamente. Já os contatos não-ligados são representados por linhas tracejadas laranjas. Os 
resíduos 1710 e 1711 de NRR, que constituem S2, estão marcados com asterisco. (C) Número de 
resíduos de CDR que compõe a interface proteína-proteína. A interface foi avaliada sob o critério de 
distância entre os Cα no programa PyMOL, sob cut-off de 8 Å. (D) Constituição química da interface, 
sob a ótica do perfil de aminoácidos que a compõe. A mesma definição de distância utilizada para 
avaliação da contribuição das CDRs foi aplicada para avaliação dos resíduos. 
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Um critério comumente utilizado para definir a interface proteína-proteína 

baseia-se na distância entre carbonos-alfa (Cα), no qual o resíduo é considerado de 

interface caso seu Cα esteja a até 8 Å do Cα de um resíduo presente em outra cadeia 
(Xue et al., 2015). Com essa definição, a contribuição de cada CDR para a interface 

foi analisada, corroborando a predominância da cadeia pesada, com destaque para a 

CDR-H2 (Figura 24C). A CDR-L3, por outro lado, apresentou uma contribuição 

moderada para a formação do parátopo. 

A composição química da interface também foi examinada, revelando um 

predomínio de resíduos polares não carregados, que representaram 

aproximadamente um terço dos aminoácidos analisados (Figura 23D). O resíduo mais 
frequente foi a tirosina, com 7 ocorrências, estando de acordo com o padrão 

observado em interações parátopo-epítopo, na qual os parátopos são frequentemente 

enriquecidos em aminoácidos aromáticos, especialmente em tirosina, e polares não 

carregados (Akbar et al., 2021).  

Por outro lado, os epítopos são geralmente ricos em resíduos carregados, 

como lisina e arginina (Akbar et al., 2021). Resíduos de serina também são comuns 
em interfaces de anticorpos (Osajima; Hoshino, 2016). No complexo BRON-NRR, tal 

aminoácido foi o quarto mais encontrado, aparecendo em menor número que a 

tirosina, treonina e glicina, e sendo tão frequente quanto o triptofano e a asparagina. 

Além da avaliação da interface pelo critério de distância e análise das 

interações e área de interface utilizando o servidor PDBSum, foi realizada uma etapa 

complementar de identificação das interações com base em parâmetros geométricos 
com o programa RING (de Beer et al., 2013; Del Conte et al., 2024). Foram 

reconhecidas, novamente, as ligH partindo dos resíduos Thr58 e Tyr60 do anticorpo, 

que atuam como doadores de hidrogênio a partir dos grupos hidroxila de suas cadeias 

laterais. A Leu1710, presente no domínio HD do NRR, atua como aceptor dessas 

ligações (Figura 25A,C). 
Além das ligações de hidrogênio, foram observadas interações de van der 

Waals entre os resíduos Thr58 e Asn59 de BRON e a Leu1710 de NRR (Figura 25B). 

Interações semelhantes também foram detectadas entre Thr69 e Thr71 de BRON e a 

Gly1711 de NRR, que também está envolvida no sítio S2. Em complexos proteicos, 

as interações de van der Waals geralmente dominam as interfaces de ligação e 

desempenham um papel crucial na manutenção da estabilidade do complexo. Elas 
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operam em conjunto com as ligações de hidrogênio e interações eletrostáticas, 

formando uma rede de interações sinérgicas que assegura a integridade estrutural de 
complexos proteína-proteína (Kangueane; Nilofer, 2018). A identificação dessas 

interações pelo RING reforça a relevância funcional da CDR-H2 na interface do 

complexo. 
 
Figura 25. Interações de BRON com resíduos de S2 em NRR 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Mapas de probabilidade da ocorrência de (A) ligações de hidrogênio 
e (B) interações de van der Waals entre BRON e NRR, obtido com o programa RING. A probabilidade 
da interação varia de 0 (preto) a 1 (branco). Os contatos com os resíduos 1710 e 1711, que constituem 
S2, estão destacados. (C) Estrutura secundária do complexo entre BRON (violeta, bege) e NRR (verde 
claro), destacando os resíduos que interagem com o sítio de clivagem S2. 
 
4.3 Estabilidade e dinâmica conformacional do complexo BRON-NRR 
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A dinâmica molecular e o docking oferecem perspectivas distintas, mas 

complementares, sobre interações biomoleculares (Santos; Ferreira; Caffarena, 2019). 

Ao estimar a pose de ligação ideal, o docking geralmente fornece uma perspectiva 
estática sobre a possível configuração de ligação entre um pequeno ligante ou uma 

macromolécula e um receptor e, por vezes, consiste apenas no primeiro estágio do 

processo de desenvolvimento de medicamentos (Ivetac; McCammon, 2011). No 

entanto, a natureza dinâmica das biomoléculas não é levada em consideração. 

Considerando tal caráter flexível, as simulações de DM são cruciais, investigando a 

evolução de um sistema ao longo do tempo, capturando o comportamento do ligante 

e do receptor e as alterações conformacionais geradas pelas interações entre as 

proteínas e destas com água ou íons ao seu redor (Badar et al., 2022). 

A fim de explorar tal evolução no sistema BRON-NRR, foram executadas 

quatro réplicas de 400 ns de DM a partir de sistema oriundo do docking. Uma vez que 

a superfície de energia livre costuma ser considerada rugosa, pequenas diferenças 

nas velocidades iniciais, por exemplo, podem fazer com que simulações com 

parâmetros idênticos (réplicas) tomem caminhos diferentes (Knapp; Ospina; Deane, 
2018). Por conseguinte, o número de réplicas e o tempo necessário para descrever 

apropriadamente um sistema dependerá da pergunta que se deseja responder. Vale 

ressaltar que, em estudos prévios, após 400 ns de simulação, as diferenças entre 

diferentes réplicas começam a reduzir rapidamente até cerca de 1200 ns, quando 

essa redução começa a ser mais lenta (Knapp; Ospina; Deane, 2018). 

Dentre as análises comumente aplicadas à DM, o RMSD é a medida do 

deslocamento médio do átomo em relação a uma estrutura de referência (Bhardwaj et 

al., 2022). Essa métrica permite monitorar a estabilidade estrutural e as flutuações 

conformacionais de sistemas biológicos ao longo do tempo, sendo um parâmetro 

essencial para investigar o comportamento dinâmico de proteínas e complexos (Lee; 

Qi; Im, 2015). Nas replicatas de simulação conduzidas para o complexo BRON-NRR, 

o RMSD foi utilizado para analisar as variações conformacionais ao longo de 400 ns, 

tomando como referência a estrutura inicial obtida por docking.  

Conforme observado na Figura 26, as avaliações de RMSD indicaram 
variações inferiores a 5 Å, sugerindo a manutenção do complexo durante as 

simulações. O anticorpo apresentou variações em torno de 2 Å em todas as replicatas, 

refletindo um comportamento conformacional consistente ao longo do tempo (Figura 
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26A). Já o antígeno mostrou maior variabilidade, especialmente nos últimos 50 ns das 

replicatas 3 e 4 (Figura 26B). Tais variações impactaram tanto o RMSD do complexo 
quanto o RMSD da interface (Figura 26C,D). 

 
Figura 26. RMSD das simulações estendidas de BRON-NRR 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). RMSD do (A) Fv de BRON, (B) de NRR, (C) do complexo 
anticorpo-antígeno e (D) da interface. As simulações de 400 ns foram conduzidas em 4 replicatas. 

 
Em particular, a replicata 4 exibiu um aumento progressivo no RMSD de 

interface ao longo dos primeiros 250 ns de simulação, evoluindo de 2 até 4,5 Å. Após 

esse período, houve uma redução no desvio, seguida por um novo aumento nos 

últimos 100 ns. Como resultado, a média de RMSD de interface para essa replicata 

foi a mais alta entre as simulações, com 3,39 Å, comparada às médias de 2,90 Å, 2,65 

Å e 2,74 Å observadas nas replicatas 1, 2 e 3, respectivamente. Embora essas 
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flutuações sejam indicativas de maior mobilidade do antígeno em relação ao anticorpo, 

a integridade do complexo foi mantida em todas as replicatas. Para compreender 

melhor o impacto dessas variações conformacionais, análises complementares foram 
realizadas. 

O RMSF captura o deslocamento atômico em relação a uma posição média 

ao longo de simulações, sendo utilizado para avaliar a flexibilidade local de proteínas 

e permitindo a identificação de regiões com maior mobilidade ao longo do tempo 

(Martínez; Kleinjung, 2015; Fuglebakk; Echave; Reuter, 2012; Bhardwaj et al., 2022). 

Para uma análise compreensiva das alterações conformacionais no antígeno 

resultantes das interações com BRON, foram computados os RMSFs do complexo 

BRON-NRR, das conformações não-ligadas, incluindo formas monoméricas e 

heterodiméricas (3ETO e 3I08), de uma conformação ligada, porém sem o ligante 

(3L95), e de NRR na conformação ligada em complexo com o Fab (3L95) (Figura 27A). 

 Na primeira e segunda replicatas do sistema Fab-NRR, foi observada uma 
maior variação de RMSF em relação as demais. Esse comportamento também foi 

identificado por meio de técnicas de redução de dimensionalidade, sugerindo a 

possibilidade de um caminho conformacional distinto amostrado por essas simulações 

(Papaleo et al., 2009) (Apêndice E).  

Como esperado, as maiores variações de flexibilidade foram observadas 

nas regiões terminais de LNR e HD do NRR. Essas regiões tendem a possuir maior 
mobilidade devido a sua localização na superfície da proteína e à ausência de 

restrições estruturais (Bhardwaj et al., 2022). Por outro lado, o núcleo de NRR, 

composto por segmentos compactados com estruturas secundárias bem definidas, 

formado de hélices e fitas, apresentou mobilidade reduzida, conforme previsto 

(Skopalík; Anzenbacher; Otyepka, 2008). A menor flexibilidade observada no C-

terminal de LNR e no N-terminal de HD no sistema monomérico (3ETO) reflete o fato 

dessas regiões estarem covalentemente conectadas. 
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Figura 27. RMSF de NRR em diferentes sistemas e em complexo com BRON e RMSF 

de BRON   

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) RMSF dos sistemas envolvendo NRR monomérico (PDB: 3ETO) 
e heterodimérico (PDB: 3I08) na conformação não-ligada, e NRR na conformação ligada (PDB: 3L95) 
na ausência e com a presença do Fab, respectivamente. As simulações têm a duração de 100 ns e 
foram realizadas em duplicatas para os sistemas não-ligados, e em quatro replicatas para o sistema 
ligado ao Fab. (B) RMSF do Fv e de NRR para as quatro replicadas de DM de 400 ns. Representação 
em “minhoca” da estrutura de (C) BRON e (D) NRR, na qual a espessura dos segmentos e sua cor são 
vinculadas a flexibilidade apresentada na DM. Regiões relevantes, como as CDRs e o loop DE do 
anticorpo e a região S2 de NRR, além do carboxi- e aminoterminais de ambas as proteínas, incluindo 
dos domínios LNR e HD do antígeno, estão em destaque. 
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Uma diferença significativa entre os estados ligados e não-ligados foi 

observada na alça localizada entre os resíduos 1520 e 1530, que faz parte da interface 

anticorpo-antígeno. Em NRR livre, essa região apresentou RMSF de até 4 Å. Já na 
conformação ligada (3L95), essa flutuação foi reduzida para 3 Å. De forma 

interessante, a flexibilidade foi ainda menor na estrutura de 3L95 sem o Fab, sugerindo 

que o tempo de simulação pode não ter sido suficiente para que a proteína fizesse a 

transição do estado ligado para o estado não-ligado, possivelmente devido a presença 

de barreiras energéticas significativas, resultando em uma alça mais rígida mesmo na 

ausência de interações (Ren et al., 2021). A presença de BRON teve efeito 

semelhante na interface com NRR, com uma redução no RMSF para 

aproximadamente 2,8 Å (Figura 27A). 

Não obstante, um aumento na flexibilidade foi observado na alça entre os 

resíduos 1605 e 1619, uma região que não faz parte da interface. Já a alça onde se 

localiza o sítio S2 manteve-se estável, exibindo baixa flutuação no RMSF mesmo na 
ausência de ligantes (Figura 27C). Essa característica pode ser associada à presença 

de resíduos como a prolina, cuja cadeia lateral forma um ciclo pirrolidina que restringe 

sua liberdade conformacional (Theillet et al., 2013). Além disso, a presença de 

resíduos polares na interface, como a serina e asparagina encontradas nesses 

segmentos, confere certa rigidez que minimiza o custo entrópico da interação (Ma et 

al., 2003). 
No que se refere ao anticorpo BRON, a análise do RMSF revelou que, de 

forma geral, as CDRs mantiveram flutuações próximas a 2 Å. O loop DE em ambas 

as cadeias, localizado em torno do resíduo 80, apresentou maior flexibilidade, o que 

é consistente com a sua participação limitada na interface, especialmente pela cadeia 

leve (Figura 27B). A CDR-L1 também mostrou uma variação superior, também se 

correlacionando à pouca contribuição de VL para a interface, permitindo uma maior 

liberdade conformacional a esse segmento.  

Os mesmos sistemas avaliados quanto à flexibilidade também foram 

investigados em relação à acessibilidade do sítio S2. Segundo os dados estruturais 

fornecidos por Wu e colaboradores (2010), a obstrução do sítio de clivagem da 

proteína ADAM é essencial para a inibição da ativação enzimática de Notch1. As 

simulações dos sistemas não-ligados resultaram em uma acessibilidade média de 
aproximadamente 129 Å2 para S2 (Figura 28). A presença do Fab, na simulação do 

complexo identificado no PDB como 3L95, reduziu essa média para cerca de 60 Å2. 
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Vale ressaltar que o aumento da flexibilidade do NRR, observado nas duas primeiras 

replicatas de simulação, refletiu-se em um aumento de SASA do S2 nesses sistemas, 
especialmente na replicata 2.  

Não obstante, variações maiores também foram encontradas nas duas 

primeiras replicatas das simulações com o BRON. A média para o sistema BRON-

NRR foi de 73,6 Å2, resultando em uma redução na acessibilidade de cerca de 43% 

em relação à proteína não ligada. A variação observada para o sítio S2 nas duas 

primeiras replicatas não foi constatada quando o cálculo com o algoritmo LCPO foi 
aplicado ao Fv, ao NRR ou ao complexo, mantendo-se estável durante todas as quatro 

simulações (Apêndice F). As informações obtidas pela análise de SASA reforçam a 

hipótese de inibição por uma obstrução estérica sítio-específica (Grigoriu et al., 2013). 

 

Figura 28. Área acessível ao solvente de S2 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Comparação da área de superfície acessível ao solvente do 
sítio S2, constituído pelos resíduos 1710 e 1711, calculada através do algoritmo LCPO. Os sistemas 
analisados incluem NRR não-ligado monomérico (3ETO), NRR não-ligado heterodimérico (3I08), 
NRR não-ligado na conformação ligada (3L95n), NRR ligado a um Fab (3L95) e NRR ligado a BRON. 
Os sistemas não-ligados foram simulados em duas replicatas, e os ligados em quatro.  

 

A redução mais acentuada na área de superfície acessível de S2 nas 

replicatas 3 e 4 está correlacionada ao estabelecimento de ligações de hidrogênio 

estáveis com o resíduo Leu1710. O resíduo Tyr60 (Tyr59 quando numerado por 

Martin), previamente identificado na análise da interface proteína-proteína do 
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PDBSum e do RING, é responsável por essa interação, que esteve presente em 30% 

do tempo de simulação na replicata 3 e mais de 76% na replicata 4 (Figura 29A).  
 

Figura 29. Ligações de hidrogênio entre BRON e NRR 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Descrição das ligH que tiveram pelo menos 30% de 
ocupação em relação ao tempo total simulado. Os átomos doadores e aceptores e a região 
correspondente do aminoácido do anticorpo segundo a numeração de Martin foram destacados. 
(B) Mapa de calor do número de ligações de hidrogênio entre BRON e NRR ao longo dos 400 
ns das 4 replicatas de DM, sendo valores próximos a zero representados por azul, e os 
próximos de 16 coloridos com vermelho. 

 
Apesar da menor ocupação da ligação de hidrogênio na replicata 3, essa 

diminuição é compensada por outras interações envolvendo resíduos localizados na 

alça do sítio S2, como Ser1712 e Asn1714. A ligação mais estável foi observada entre 
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Gln50, na CDR-H2 de BRON, e Asp1503 de NRR, que, por estar adjacente ao 

Phe1501, pode atuar na formação de um grampo molecular semelhante ao 

encontrado no PDB 3L95. 
A replicata 3 não apenas apresentou o maior número de ligações de 

hidrogênio, como tais interações se mantiveram ao longo de toda a simulação (Figura 

29B). Já a replicata 1 teve cerca de 16 ligações de hidrogênio na interface, que, após 

os primeiros 100 ns de simulação, foram, em grande parte, rompidas. A replicata 2 

apresentou uma variação de 6 a 10 ligações de hidrogênio, enquanto a replicata 4 

mostrou um aumento no número dessas interações próximo aos 350 ns. Tais 

variações ao longo do tempo, assim como as distinções entre replicatas, ressaltam a 

importância de um tempo de simulação suficiente para amostrar o estabelecimento e 

a ruptura dessas interações, bem como a necessidade de replicatas que capturem 

eventos distintos (Krishnan; Walton; Van Vliet, 2009). 

Entretanto, extrair informações significativas mesmo das menores 
simulações de dinâmica molecular é uma tarefa desafiadora, considerando a enorme 

quantidade de dados gerados por essa técnica. A crescente complexidade dos 

sistemas e simulações mais extensas tornam essa tarefa ainda mais difícil (Stein et 

al., 2006). Uma trajetória de DM é, por definição, um conjunto de dados multivariados, 

onde um número elevado de variáveis — correspondendo às posições atômicas em 

cada quadro — são tipicamente inter-relacionadas, correlacionadas ou dependentes 
entre si. Para simplificar a visualização dos dados e explicar os principais modos de 

movimento, técnicas de redução de dimensionalidade, como a Análise de 

Componentes Principais, são aplicadas (Papaleo et al., 2009; Baltrukevich; Podlewska, 

2022).  

O objetivo desses métodos é reduzir o grande número original de variáveis 

dependentes (coordenadas atômicas) para um conjunto menor de variáveis 

independentes, capaz de explicar os fenômenos de interesse. Quando aplicadas às 

simulações, três ou menos componentes principais, compostos por combinações 

lineares das coordenadas cartesianas originais, são tipicamente identificados para 

esclarecer movimentos biomoleculares importantes (Stein et al., 2006). A técnica de 

PCA foi aplicada para comparar o espaço conformacional amostrado pelo NRR 

(Figura 30), com os dois primeiros componentes capturando aproximadamente 60% 
da variância total, o que os qualifica como representativos para a avaliação desse 

sistema (Apêndice G).  
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O NRR monomérico, em uma conformação equivalente à do receptor Notch 

antes de sofrer a clivagem S1, apresentou uma cobertura mais ampla do espaço 
bidimensional, explorando conformações na PC1 entre (-5, 28) e na PC2 entre (-50, 

35). A ocorrência da clivagem S1, que resulta na heterodimerização do receptor, 

restringiu as conformações exploradas em PC1 (0, 23) e causou uma transição nos 

valores de PC2 (-57, 17). Na simulação de NRR na conformação ligada, mas sem a 

presença do anticorpo, o espaço de PC1 foi ainda mais restrito (4, 20), com PC2 

variando entre (-22, 40). 
 
Figura 30. PCA de NRR em sistemas monomérico, heterodimérico, ligado e não-ligado 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). A análise de componente principal foi executada com o programa 
pyPcazip. As trajetórias de 400 ns foram processadas com o cpptraj para usarem o mesmo número de 
frames das trajetórias de 100 ns, uniformizando a análise. Os sistemas analisados incluem NRR não-
ligado monomérico (3ETO), NRR não-ligado heterodimérico (3I08), NRR não-ligado na conformação 
ligada (3L95n), NRR ligado a um Fab (3L95) e NRR ligado a BRON. Os sistemas não-ligados foram 
simulados em duas replicatas, e os ligados em quatro. Na escala de cor, pontos mais acessados estão 
em amarelo, e os menos acessados estão em azul escuro. Os círculos verde e azul marcam os frames 
inicial e final de cada replicata, e o X vermelho indica a conformação mais acessada pela simulação.   
 

Nas duas primeiras replicatas de simulação de NRR ligado ao Fab, nas 

quais foram identificados valores elevados de RMSF e SASA, indicando uma 
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interação desfavorável, observou-se uma amostragem em PC1 em valores não 

explorados pelas demais simulações (-92, -69), com PC2 entre (-22, 40) (Apêndice E). 

Nas outras duas replicatas, os valores explorados em PC1 foram semelhantes aos da 
conformação ligada do 3L95 simulada sem o Fab (4, 20), mas uma significativa 

restrição foi observada em PC2 (-20, 20). Tendo em vista os valores de área acessível 

identificados, evidencia-se que a área explorada por PC1 nessas simulações é mais 

favorável para inibição de Notch.  

De acordo, os complexos associados ao BRON amostraram PC1 em um 

intervalo semelhante (7, 25), variando PC2 entre (-10, 40). Em particular, a replicata 

3, que apresentou o maior número de ligações de hidrogênio e uma acessibilidade 

reduzida de S2, explorou uma faixa mais ampla de PC2 (-10, 60), não observada em 

outros sistemas.  

Dois modelos diferentes foram sugeridos para explicar as diferenças 

conformacionais observadas experimentalmente entre proteínas ligadas e não ligadas 
(Peters; de Groot; Levit, 2012). O modelo de ajuste induzido postula que, quando duas 

moléculas começam a interagir, a estrutura da proteína não está completamente 

preparada para a ligação desde o início. Em vez disso, a aproximação do ligante 

provoca mudanças na forma da proteína, adaptando-se gradualmente para acomodar 

o ligante de maneira mais eficiente (Koshland, 1958).  

Já o modelo de seleção conformacional leva em consideração a 
flexibilidade inerente das proteínas, propondo que proteínas não ligadas podem, com 

uma certa probabilidade, explorar as mesmas conformações observadas quando 

ligadas (Monod; Wyman; Changeux, 1965). Neste modelo, mudanças na superfície de 

energia livre da proteína, devido às interações no complexo, deslocam a densidade 

conformacional em direção à estrutura complexa após a ligação.  

Estudos mais recentes indicam que elementos de ambos os modelos 

desempenham um papel na ligação de proteínas, com uma etapa inicial de seleção 

conformacional seguida por rearranjos de ajuste induzido (Boeh; Nussinov; Wright, 

2009). As restrições observadas em PC1 e a possível exploração de novas 

conformações em PC2 são indicativas dessa possibilidade de modulação de NRR 

pelo Brontictuzumabe.  

Também foram avaliadas as conformações exploradas especificamente 
pelos resíduos que constituem S2 e os aminoácidos em seu flanco (Apêndice H). 

Entretanto, uma vez que esse sítio é constituído por apenas 2 resíduos, não foram 
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constatadas alterações significativas entre os sistemas não-ligados e ligados.  

Finalmente, a PCA também foi utilizada para identificar as conformações 
mais relevantes exploradas por cada replicata de simulação, visando a sua utilização 

em etapas posteriores de otimização. Avaliando-se a cadeia principal de todo o 

complexo, não se restringindo à NRR, a variância cumulativa revelou que os dois 

primeiros componentes principais (PC1 e PC2) são responsáveis por cerca de 80% 

da variância do sistema (Figura 31A), tornando-os ideais para análises mais 

detalhadas. 
 

Figura 31. Análise do componente principal do complexo anticorpo-antígeno 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Variância cumulativa (linha vermelha) e normalizada 
(barra azul) ao longo de 10 autovetores após análise simultânea das trajetórias das 4 replicatas 
de DM por PCA com cpptraj. (B) Projeção bidimensional do espaço conformacional amostrado 
pelo complexo sobre PC1 e PC2. Na escala de cor, pontos mais acessados estão em amarelo, 
e os menos acessados estão em azul escuro. Os círculos verde e azul marcam os frames inicial 
e final de cada replicata, e o X vermelho indica a conformação mais acessada pela simulação. 
(C) Sítio S2 de NRR nas conformações de cada replicata. 
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Entre as replicatas 1 a 4, os pontos de maior densidade no espaço 

conformacional foram identificados com os valores de PC1 e PC2 em torno de (-26,24; 

-22,67), (-18,23; -12,34), (-31,71; 75,94) e (75,7; -18,93), respectivamente (Figura 
31B). Essas diferenças indicam uma maior distinção nas conformações exploradas 

pelas replicatas 3 e 4, que também coincidem com os menores valores de 

acessibilidade do sítio S2 e com a formação de ligações de hidrogênio estáveis entre 

Tyr60 e Leu1710 (Figura 31C). Ainda assim, após alinhamentos sobre NRR e 

comparações com a estrutura do complexo gerada por docking molecular, a variação 

do Fv nas poses de simulação não ultrapassa 2,8 Å. 

Essas observações corroboram a ideia de que as replicatas 3 e 4 

amostraram conformações mais compactas e estáveis, associadas ao bloqueio 

estérico de S2, o que poderia ser um fator chave no processo de inibição mediado por 

Brontictuzumabe. A correlação entre as mudanças no espaço conformacional e as 

interações moleculares reforça a importância de avaliar diferentes replicatas, dado 
que elas podem capturar diferentes aspectos do comportamento dinâmico do sistema. 

 
4.4 Estimativa da energia de interação e exploração do perfil de energia livre 

do complexo anticorpo-antígeno 
 

No desenho de medicamentos, a energia livre de ligação é uma métrica 
essencial para caracterizar a força de interação entre um receptor e um fármaco 

(Wang et al., 2019). Nesse contexto, os métodos MM/PBSA e MM/GBSA oferecem um 

equilíbrio eficaz entre precisão e eficiência computacional, permitindo, ainda, a análise 

detalhada das contribuições energéticas de resíduos individuais por meio da 

decomposição de energia livre (Zoete; Irving; Michielin, 2010; Zoete; Michielin, 2007). 

Essa abordagem detalhada facilita a identificação das interações dominantes no 

processo de ligação, sendo amplamente aplicada também a complexos proteína-

proteína (Ongaro et al., 2021; Wang; Kollman, 2000). 

O método MM-GBSA calcula a diferença de energia livre entre o estado 

ligado e o estado não-ligado de moléculas em solução (Forouzesh; Mishra, 2021). 

Idealmente, isso se daria pela comparação direta das energias desses estados, mas 

as flutuações de energia, geradas principalmente devido a interações solvente-
solvente, tornam essa abordagem ineficiente. Para superar esse desafio, é 

empregado um ciclo termodinâmico que resulta em uma simplificação do cálculo 
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(Forouzesh; Mishra, 2021). No caso do sistema BRON-NRR, foram utilizados 400 

frames uniformemente espaçados dos últimos 100 ns de simulação, garantindo o 
equilíbrio adequado do sistema (Figura 32A). 

 

Figura 32. Cálculo de energia livre de interação por MM/GBSA 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Ilustração esquemática do cálculo de energia de interação por 
MM/GBSA. 400 frames foram extraídos dos últimos 100 ns das simulações de 400 ns. A fim de tornar 
essa metodologia mais efetiva computacionalmente, as etapas de cálculos são divididas de acordo com 
o ciclo termodinâmico. (B) Decomposição dos componentes de que são levados em consideração no 
cálculo da energia de interação (ΔGbind), incluindo os termos de van der Waals (VDWAALS), energia 
eletrostática (EEL), contribuição eletrostática para a energia livre de solvatação calculada por GB (EGB) 
e a contribuição apolar para a energia livre de solvatação (ESURF). 
 
 

Os resultados indicaram que a replicata 3 apresentou o valor de ΔGbind mais 

favorável (-68,5 kcal/mol), enquanto as replicatas 1 e 4 tiveram valores similares (-
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48,2 e -47,5 kcal/mol, respectivamente). A replicata 2 mostrou a interação mais fraca, 

com ΔGbind de -38,5 kcal/mol (Figura 32B). O componente eletrostático (EEL) foi o 

principal contribuinte para a formação do complexo proteína-proteína, seguido 
energias de van der Waals (VDWAALS) e a energia livre associada ao enterramento 

da superfície acessível ao solvente (ESURF), tais contribuições estando de acordo 

com achados prévios da literatura (Xu et al., 2017). 

Além disso, foi realizada a análise das contribuições energéticas individuais 

dos resíduos. Em NRR, os aminoácidos de interface, que apresentaram contribuição 

média de pelo menos 2 kcal/mol em alguma das replicatas, foram: Leu1466, Lys1499, 

Tyr1500, Phe1501, Ser1502, Asp1503, His1505, Ala1525, Gln1528, Val1600, Leu1710, 

Ser1712 e Asn1714 (Figura 33A). Desses, os resíduos 1466, 1469, 1499, 1500, 1501, 

1503, 1710 e 1712 já haviam sido destacados por Wu e colaboradores (2010) na 

interação Fab-NRR. A Leu1710 foi o hot-spot mais importante na replicata 4, tal 

contribuição estando correlacionada a ligação de hidrogênio estável formada com a 
Tyr60, encontrada em quase 80% da simulação. 

Já no anticorpo, os principais resíduos, seguindo a numeração sequencial, 

foram: Arg30, Trp33, Gln50, Thr55, Arg57, Thr58, Asn59, Tyr60, Tyr103 da cadeia 

pesada, além de Trp93, Ser95 e Asn96 da cadeia leve (Figura 33A). Esses resultados 

corroboram as análises de interface anteriores, que destacaram a importância da 

CDR-H2 na interação. Ao mapear esses hot-spots sobre a superfície da NRR, nota-
se que a CDR-H2 se insere na cavidade entre as regiões LNR e HD, bloqueando o 

acesso ao sítio de clivagem proteolítica S2 e reforçando esta obstrução como possível 

mecanismo de inibição de Notch1 (Figura 33B). 

A metodologia de Umbrella Sampling pode ser utilizada de forma 

complementar ao MM/GBSA para o estudo de interações moleculares, fornecendo 

uma perspectiva mais detalhada sobre o perfil de energia livre ao longo de trajetórias 

específicas de dissociação ou associação (Santini et al., 2024). Enquanto o MM/GBSA 

fornece uma estimativa global da energia livre de ligação em estados de equilíbrio, o 

Umbrella Sampling permite explorar o caminho de dissociação do complexo, 

capturando as mudanças na energia livre ao longo de coordenadas de reação, como 

a distância entre os centros de massa das moléculas envolvidas (Joshi; Lin, 2019; Sun 

et al., 2015). Esse método é particularmente eficaz para investigar barreiras 
energéticas associadas ao processo de ligação ou desvinculação, que podem ser 

mascaradas em uma análise baseada exclusivamente em estados ligados e não-
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ligados (Kästner, 2011). 

 
Figura 33. Hot-spots da interação BRON-NRR 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Decomposição da contribuição de energia livre por resíduos 
de BRON e NRR, calculado por MM/GBSA. (B) Complexo anticorpo-antígeno, com NRR representado 
pela sua superfície e BRON em sua estrutura secundária. Em destaque, estão os resíduos que 
compõe a interface, utilizando um valor de corte de 8 Å. A contribuição energética dos aminoácidos é 
representada por uma escala de calor, estando coloridos em azul aqueles resíduos com ΔG positivo 
e em vermelho aqueles com ΔG mais negativo. 

 

A validação da metodologia de Umbrella Sampling foi realizada utilizando o 

sistema barnase-barstar, escolhido devido à sua interação forte e específica, com uma 

interface de ligação bem caracterizada (Wang et al., 2004; Buckle; Schreiber; Fersht, 

1994; Hartley, 1989). A interação entre barnase, uma ribonuclease que degrada 
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fragmentos de RNA extracelular, e barstar, seu inibidor intracelular, é associada a uma 

baixa constante de dissociação (kD = 10-14 M) e uma entalpia de associação de -18,9 

kcal/mol (Schreiber; Fersht, 1993).  
A interface de ligação entre essas duas proteínas é altamente polar, aonde 

as cargas positivas em barnase, contendo resíduos de lisina e arginina, são 

complementares às cargas negativas em barstar, que se assemelha ao RNA, o 

substrato natural da enzima (Lee; Tidor, 2001; Schreiber; Fersht, 1996). A 

disponibilidade de dados experimentais detalhados sobre essa interação torna o 

sistema barnase-barstar ideal para o benchmarking e validação de métodos 

computacionais, permitindo avaliar a precisão das estimativas de energia livre geradas 

pelo Umbrella Sampling (Saglam; Chong, 2019; Gumbart; Roux; Chipot, 2013; Spaar; 

Helms, 2005). 

Um dos parâmetros críticos avaliados foi o tamanho das janelas de 

simulação. Observou-se que um espaçamento de 0,50 Å entre as janelas não resultou 
em sobreposições adequadas nas distribuições de frequência de distância, mesmo ao 

variar a força de restrição aplicada (Apêndice I). No entanto, ao reduzir o espaçamento 

para 0,25 Å, obteve-se uma sobreposição satisfatória entre as janelas para forças de 

40 e 50 kcal/mol·Å2 (Figura 34A), em concordância com o requisito de que janelas 

consecutivas se sobreponham para uma reconstrução precisa do perfil de energia livre 

(Marti et al., 2008). 
Outro fator importante foi a escolha adequada da constante de força para 

garantir uma amostragem eficiente da superfície de energia potencial (Marti et al., 

2008). Avaliou-se o uso de constantes de 40 e 50 kcal/mol·Å2, juntamente com 

diferentes valores de tolerância de convergência, variando de 10-2 a 10-6 kBT para 

reconstrução do perfil de energia livre utilizando o método WHAM (Figura 34C,D). O 

ΔG foi calculado pela diferença entre o maior e o menor valor da curva de PMF, 

conforme descrito por Ngo e colaboradores (2019) e Lan e colaboradores (2019). 

Durante as simulações, foi possível observar a dissociação progressiva do 

complexo barnase-barstar. A uma distância de 30 Å entre os centros de massa (Dbar-

bas), a função de detecção de interface do ChimeraX, feita pelo cálculo da área de 

superfície enterrada, não foi mais capaz de identificar interações entre as moléculas, 

coincidindo com a superação de uma primeira barreira energética (Pettersen et al., 
2020). Essa barreira foi mais proeminente quando aplicada uma força de 40 

kcal/mol·Å2, com um pico adicional observado em 34 Å para esse potencial, e em 32 
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Å para a força de 50 kcal/mol·Å2 (Figura 34B). 

 
Figura 34. Validação da DM-US com o sistema barnase-barstar 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Histograma de distribuição das distâncias entre os centros de 
massa das proteínas nas simulações que aplicaram constantes de força de (A) 40 kcal/mol.A² e (B) 50 
kcal/mol.A². (C) Evolução temporal do sistema ao longo da simulação com restrição de 50 kcal/mol.A2 
aplicado. A estrutura secundária do complexo formado por barnase (verde) e barstar (amarelo) está 
sendo exibida, bem como os atomos resíduo de interface. A estrutura inicial, que serve de referência 
para comparação em relação as distâncias encontradas durante o caminho de dissociação, está 
colorida em branco. Comparação do perfil de energia livre utilizando diferentes valores de tolerância e 
ΔG das simulações que usaram força de (D) 40 e (E) 50 kcal/mol.A². 
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Ao final da simulação (Dbar-bas = 40 Å), o complexo estava completamente 

dissociado (Figura 34C). O valor de ΔG mais próximo ao experimental, de 23,18 
kcal/mol, foi obtido com a força de 50 kcal/mol·Å2 e uma tolerância de convergência 

de 0,01, superestimando o ΔG experimental em apenas 4,28 kcal/mol, o que está em 

concordância com outros estudos utilizando Umbrella Sampling para estimativas de 

energia livre (Ghosh, Cho, 2022). Em contraste, o trabalho de Wang et al. (2010) 

reportou uma subestimação de quase 6 kcal/mol para o mesmo sistema, sugerindo 

que os parâmetros aqui utilizados são adequados para a estimativa de energia livre. 

Com base nas configurações utilizadas durante a validação, foram 

realizadas simulações de DM-US a partir das quatro conformações predominantes do 

complexo BRON-NRR, identificadas pela PCA das DM de 400 ns. A distância inicial 

de 32 Å entre os centros de massa de BRON e NRR foi escolhida com base nas 

distâncias amostradas ao longo das simulações prévias, garantindo uma cobertura 
equilibrada da primeira janela de Umbrella Sampling (Apêndice J). Foram percorridas 

100 janelas com incrementos de 0,25 Å, totalizando um deslocamento de 25 Å ao 

longo da variável coletiva. A análise da sobreposição entre as janelas demonstrou que 

a amostragem foi adequada, sem lacunas capazes de comprometer a qualidade da 

reconstrução do perfil de energia livre (Figura 35B-E). 

Para a obtenção do PMF, diferentes valores de tolerância foram testados, 
dado o impacto crítico que esse parâmetro pode ter nos resultados. Embora 0,01 kBT 

tenha sido o valor que mais se aproximou do ΔG experimental na validação utilizando 

o sistema barnase-barstar, trabalhos anteriores indicam que uma tolerância mais 

rigorosa, de 0,001 kBT, é frequentemente utilizada para atingir um equilíbrio entre a 

eficiência computacional e a precisão dos cálculos (Finol-Urdaneta et al., 2014; Wang; 

Chamberlin; Noskov, 2014). Esse valor tem sido um padrão amplamente adotado, 

capaz de reduzir o ruído nos dados e aumentar a confiabilidade da estimativa de 

energia livre. Também há casos de sistemas mais complexos, onde são adotadas 

tolerâncias ainda mais rígidas a fim de minimizar as incertezas estatísticas 

(Chamberlin et al., 2015; Yang et al., 2015). 

A escolha da tolerância, portanto, deve ser feita considerando as 

características específicas do sistema em estudo. No caso do BRON-NRR, foram 
avaliadas as correlações entre os diferentes métodos de cálculo de energia livre. O 

coeficiente de correlação de Pearson foi utilizado para verificar a consistência entre o 
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ΔG obtido pela DM-US, o ΔGbind calculado através do MM/GBSA, e o ΔGsep estimado 

pelo módulo InterfaceAnalyser do Rosetta (Figura 35A). Este representa a mudança 

de energia ao separar as cadeias formadoras de interface, comparando-se o estado 
complexo com o estado dissociado, fornecendo uma estimativa da energia de ligação 

(Stranges; Kuhlman, 2012).  

Quando a tolerância de 0,01 kBT foi empregada, observou-se uma 

correlação moderadamente negativa entre os resultados, sugerindo que o ruído 

introduzido por uma maior permissividade nos critérios de convergência pode 

comprometer a qualidade da estimativa. Já com uma tolerância de 0,001 kBT, o 

coeficiente de correlação foi de aproximadamente 0,5, indicando uma relação 

moderadamente direta entre os métodos.  

Por fim, com uma tolerância de 0,0001 kBT, a correlação aumentou para 

0,7, apontando uma relação mais forte e consistente, o que reforça a ideia de que 

tolerâncias mais rigorosas melhoram a qualidade dos resultados, ao custo de maior 
demanda computacional. No entanto, devido à alta sensibilidade da reconstrução do 

PMF a essas variações, recomenda-se a avaliação das trajetórias com metodologias 

alternativas de análise, como MBAR ou TRAM, a fim de garantir a robustez dos perfis 

de energia livre gerados (Shirts; Chodera, 2008; Wu et al., 2016; Galama et al., 2023). 

Os valores de ΔG obtidos nas quatro réplicas variaram entre 42,97 e 63,16 

kcal/mol (Figura 35F-I). Variações entre 2 e 20 kcal/mol entre diferentes execuções de 
DM-US em um mesmo sistema são esperadas e devem ser atribuídas à pequenas 

variações nos caminhos de ligação percorridos, podendo minimizadas pelo uso de 

métodos adaptativos (Aho; Groenhof; Buslaev, 2024).  

As curvas de energia livre apresentaram um perfil semelhante, com uma 

barreira energética principal sendo superada quando a distância entre os centros de 

massa atingiu cerca de 46 Å. Na réplica 3, o complexo BRON-NRR não se dissociou 

completamente, mantendo-se próximo a um platô energético após a transposição de 

tal barreira, sugerindo a necessidade de mais janelas para atingir uma dissociação 

completa (Figura 35H). Esse resultado está de acordo com as análises anteriores de 

energia de interação, que indicaram a alta estabilidade dessa conformação, com 

valores de ΔGbind mais negativos.  
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Figura 35. Umbrella sampling do complexo BRON-NRR  

Fonte: elaborada pelo autor (2024). (A) Correlação de Pearson entre os valores de ΔGsep, derivado do 
Rosetta InterfaceAnalyzer, e ΔGbind, obtido pelo cálculo por MM/GBSA, e os valores de ΔG derivados 
das curvas de energia livre de DM-US com tolerância de convergência 0,01; 0,001; e 0,0001 kBT. Tons 
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de azul e vermelho indicam correlações negativa e positiva, respectivamente. Os valores do coeficiente 
de Pearson estão anotados no gráfico. Histogramas de distribuição de frequência referentes as 
amostragens das janelas durante as DM-US que utilizaram as conformações predominantes extraídas 
das replicatas (B) 1, (C) 2, (D) 3 e (E) 4. Perfil de energia livre das replicatas (F) 1, (G) 2, (H) 3 e (I) 4, 
com valor de tolerância do WHAM de 0,0001. (J) Evolução temporal do complexo formado por NRR 
(verde claro) e BRON (violeta e bege) na replicata 1 de DM-US. 
 

Nas demais replicatas, o complexo sofreu um deslocamento progressivo 
na interface até superar a principal barreira energética por volta dos 610 ns, com a 

dissociação completa sendo visualizada após 1 µs de simulação (Figura 35J). Esses 

resultados fornecem novos insights sobre a interação entre o anticorpo 

Brontictuzumabe e NRR, detalhando o mecanismo de dissociação desse complexo 

anticorpo-antígeno. A correlação positiva observada entre o ΔGsep calculado pelo 

Rosetta, o ΔGbind do MM/GBSA e o ΔG obtido pelas simulações de DM-US reforça a 

confiabilidade dos parâmetros empregados. O ΔGsep, em particular, foi escolhido para 

seleção das biomoléculas otimizadas por enxerto de CDRs.  

 
4.5 Desenho de biobetters 
 

Uma das metodologias mais eficazes para compreender o papel funcional 

dos aminoácidos que compõe as proteínas, como anticorpos, é a mutagênese de 

saturação, que avalia as 19 substituições possíveis para cada aminoácido (Burks et 

al., 1997; Rizvanovic et al., 2021). Contudo, essa abordagem enfrenta obstáculos 
logísticos significativos, envolvendo a análise de centenas ou até milhares de 

mutantes. O processo requer a construção genética de cada variante, transformação 

em organismos hospedeiros, triagem de transformantes e produção de proteínas 

recombinantes, antes da subsequente análise funcional (Warren; Marolewski; 

Benkovic, 1996; Hilton et al., 1996).  

Uma alternativa promissora a esse processo experimental laborioso é a 

mutagênese de saturação in silico, que possibilita a análise sistemática de mutações 

em uma sequência de entrada, permitindo a predição das mudanças na energia livre 

de ligação (Geng et al., 2019). Ferramentas como o FoldX destacam-se nesse 

contexto, demonstrando precisão moderada na classificação de mutações 

estabilizadoras, neutras ou desestabilizadoras, com boa correlação entre os valores 
de ΔΔG preditos e os experimentais (Nisthal et al., 2019; Guerois; Nielsen; Serrano, 

2002).  
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O FoldX calcula mudanças na energia livre utilizando apenas uma 

conformação por vez. Entretanto, proteínas são flexíveis e podem atingir múltiplos 
estados em solução que estão intimamente relacionadas à sua função (Karplus; 

Kuriyan, 2005; Villali; Kern, 2010). Para contornar a sensibilidade da ferramenta à 

estrutura de entrada, as predições podem utilizar em múltiplas conformações da 

proteína (Caldararu; Blundell; Kepp, 2021).  

De acordo, as principais conformações do complexo BRON-NRR, extraídas 

por meio da avaliação por PCA das simulações de 400 ns, foram submetidas a um 
protocolo que agrupa aplicações do FoldX de maneira semelhante ao estabelecido 

pelo programa MutateX (Tiberti et al., 2022). Ao todo, foram gerados 6.088 mutantes 

simples. Como o ΔΔGbind é calculado pela subtração da energia do complexo não-

mutado da do complexo mutado, valores positivos indicam que a mutação foi favorável 

à formação do complexo. A análise conjunta dos resultados das quatro replicatas 

revelou que cerca de 16% dos mutantes levaram a um incremento mínimo de 0,25 
kcal/mol na energia de ligação. Apenas 4,5% das mutações promoveram uma melhora 

de ΔΔGbind superior a 1 kcal/mol (Figura 36).  

 

Figura 36. Mutações positivas ou consenso 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Frequência de mutações que geraram um incremento 
positivo de pelo menos 0,25 ou 1 kcal/mol em ΔΔGbind.  

 
Dentre as mutações benéficas, foram identificadas 18 posições consenso, 

chamadas de hot-spots mutacionais, consideradas favoráveis em pelo menos três das 

quatro conformações analisadas (Figura 37A, Apêndice K). Entre estas, os resíduos 

Gln50, Thr55 e Tyr60 na cadeia pesada, e Ser95 e Asn96 na cadeia leve, 
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considerando a numeração sequencial, foram previamente destacados pela análise 

decomposição da energia de interação por MM/GBSA. Não obstante, Glu35 e Trp47 
estão localizados nas fitas que compõe a interface VH-VL e foram desconsiderados, 

uma vez que alterações nessas posições podem comprometer o empacotamento do 

domínio Fv (Abhinandan; Martin, 2010; Dunbar et al., 2013).   

 

Figura 37. Mutagênese de saturação de BRON 

Fonte: elaborada pelo autor (2024). (A) Mapa de calor do ΔΔGbind decorrente da mutagênese de 
saturação. Como os cálculos foram feitos utilizando quatro conformações distintas, para cada posição, 
quatro colunas subsequentes indicam os valores referentes às replicatas 1, 2, 3 e 4 de cada posição, 
respectivamente. As posições de consenso estão marcadas com uma estrela vermelha. (B) Posições 
para as quais foram encontradas mutações positivas em pelo menos 3 das 4 conformações testadas. 
Os resíduos estão numerados de acordo com sua ordem na sequência.  
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Dessa forma, onze posições de interesse podem ser alvos de mutações, 

das quais quatro são ocupadas por resíduos de glicina (Figura 37B). Uma delas está 

na CDR-L2, região que, em análises prévias de interação, não demonstrou 
contribuições significativas para a interface. As mutações sugeridas para resíduos 

carregados, como lisina, ou aromáticos, como tirosina e triptofano, podem promover 

o estabelecimento de novas interações nessa posição (Stites, 1997; Dourado; Flores, 

2014).  

Foi identificada uma mutação no loop DE da cadeia pesada, que participa 

da composição da interface anticorpo-antígeno. Por fim, também foram detectadas 

mutações favoráveis em resíduos de framework que interagem, majoritariamente, com 

o N-terminal do domínio LNR. O impacto positivo dessas mutações sobre a interação 

pode ser limitado, entretanto, pela alta flexibilidade desse segmento, demonstrada 

pela análise de RMSF. 

Embora a mutagênese de saturação seja uma metodologia promissora 
para a exploração do espaço químico, permitindo testar a substituição de aminoácidos 

por outros com características diversas, como carga e hidrofobicidade, ela é limitada 

pela ausência de exploração do espaço conformacional. Em contrapartida, métodos 

baseados em enxerto de CDRs permitem alterar o comprimento, a composição e a 

conformação do parátopo, podendo contribuir para a maturação de afinidade in silico 

do anticorpo (Schoeder et al., 2021).  
Considerando as interações chave entre o BRON e o NRR identificadas 

nas simulações de DM, foi conduzido o enxerto de CDRs e o desenho de fragmentos 

variáveis utilizando o RosettaAntibodyDesign com o objetivo de aumentar a 

contribuição da cadeia leve para a interface de interação. Dessa forma, foram gerados 

250 fragmentos variáveis para cada uma das quatro estruturas predominantes do 

complexo BRON-NRR. Mantendo a CDR-H2 inalterada, o enxerto foi realizado nas 

CDRs L1 e L2, seguido da otimização das três CDRs restantes. 

A avaliação de desempenho dos desenhos foi feita através do cálculo de 

ΔΔG, subtraindo o valor de ΔGsep do anticorpo nativo em relação ao mutante. Esse 

cálculo é baseado na função de energia REF15, implementada no Rosetta, que 

fornece resultados em termos de Rosetta Energy Units (REU) (Alford et al., 2017). 

Valores mais elevados de ΔΔG indicam uma melhora no desenho, sugerindo uma 
interação mais estável e favorável. 

A seleção da melhor estrutura derivada da execução com a conformação 
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predominante de cada replicata de DM indicou que os desenhos de número 149, 12, 

231 e 99 foram aqueles que apresentaram ΔΔG mais favoráveis para as replicatas 1, 
2, 3 e 4, respectivamente, com destaque para os resultados oriundos da conformação 

3 (Figura 38A,B).  

A análise apontou que partir de uma estrutura de menor energia, 

potencialmente representando uma conformação mais estável, resultou em desenhos 

com ΔΔG superiores, reforçando a importância de selecionar conformações iniciais 

adequadas no processo de otimização. A Figura 38C-F ilustra que as alterações na 
sequência de H1, H3 e L3 não resultaram em alterações conformacionais 

consideráveis, sendo as maiores distinções encontradas nas CDRs enxertadas, como 

esperado. 

 

Figura 38. Enxerto e otimização de CDRs com o RAbD 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) ΔΔG dos modelos gerados pelo RosettaAntibodyDesign, 
expresso em unidades de energia do Rosetta (REU). 250 desenhos foram gerados utilizando como 
ponto de partida a conformação mais frequente das simulações de 400 ns, totalizando 1000 modelos. 
(B) Comparação do ΔGsep, analisado através do REF15 do Rosetta, entre as estruturas iniciais e o 
melhor desenho produzido para cada replica. Sobreposição das estruturas secundárias do Fv nativo 
(azul) e do resultante do enxerto e otimização de CDRs (laranja) com a estrutura de partida das 
replicatas (C) 1, (D) 2, (E) 3 e (F) 4. 
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O enxerto da CDR-L2 foi uniforme em termos de comprimento, com os 

segmentos enxertados tendo entre 10 e 14 resíduos, independentemente da estrutura 
inicial. Já para L1, o enxerto variou entre segmentos de 7 a 10 resíduos, com uma 

maior incidência de loops mais longos (Figura 39A).  

 
Figura 39. Tamanho dos enxertos e contatos dos desenhos produzidos pelo RAbD 

com NRR 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Comprimento das CDRs L1 e L2 enxertadas na cadeia leve de 
BRON pelo RAbD. (B) Mapa de ligações de hidrogênio da replicata 1, representativo dos desenhos 
gerados a partir de 2 e 4. (C) Mapa de ligH para replicata 3. (D) Contatos de van der Waals e (E) 
interações do tipo π-π stacking entre os desenhos e NRR. Nos mapas de contato, as cores preto e 
branco correspondem a probabilidades de ocorrência de 0 e 1, respectivamente. Vale ressaltar que os 
resíduos do anticorpo estão numerados pelo padrão do RAbD, usando o esquema de AHo. 
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As alterações da CDR-L1 sucederam em formar novas interações com o 

NRR. Em três das quatro replicatas, foi observada a formação de ligações de 

hidrogênio adicionais, como entre a His40 (ou His32 pela numeração de Martin) e a 
His1505 do NRR, sendo este o caso da replicata 1 (Figura 39B). Além disso, a CDR-

L3 também passou a desempenhar um papel importante na interface, a partir das 

ligações de hidrogênio formadas pelos resíduos Tyr109 (91 pela numeração de Martin) 

e Gly111 (93 em Martin) (Figura 39B,C). Tanto L1 quanto L3 formaram interações 

adicionais de van der Waals e π-π stacking com NRR (Figura 39D,E). Em contraste, 

o enxerto da CDR-L2 não gerou novas interações nos modelos avaliados e as 

alterações propostas desfizeram interações polares com a Leu1710, podendo ter 

impactos negativos na eficácia inibitória dos anticorpos projetados. 

Com o intuito de avaliar a possibilidade do estabelecimento de novas 

interações com a cadeia leve sem a perda de contatos de interface importantes, 

utilizou-se o software AbSeldon, que adota uma abordagem baseada na diversidade 
do Observed Antibody Space para realizar o enxerto e otimização de CDRs (Sampaio, 

2024). Assim como no RAbD, a energia de interação é calculada usando a função de 

energia REF15, possibilitando uma comparação direta entre os métodos.  

No AbSeldon, foram gerados um total de 2560 desenhos, sendo cerca de 

640 oriundos de cada conformação predominante das simulações do complexo 

BRON-NRR. Diferentemente do RAbD, que permitiu a exclusão da CDR-H2 do 
processo de otimização, o AbSeldon realiza modificações em todas as CDRs. Os 

resultados de afinidade predita variaram de -78 a -55 REU, sendo mais baixos do que 

aqueles obtidos com o RAbD, indicando uma maior afinidade (Figura 40A-D).  
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Figura 40. Enxerto e otimização de CDRs com o AbSeldon 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Resultados de REF15 e estrutura secundária dos desenhos 
gerados pelo AbSeldon (vinho), comparados com o Fv nativo (azul), para as replicatas (A) 1, (B) 2, (C) 
3 e (D) 4. Os pontos estão coloridos em verde ou vermelho, de acordo com a classificação de aceito 
ou não aceito pelo AbSeldon. 

 

A avaliação da interface dos quatro melhores modelos com o antígeno 

indicou a introdução de interações polares entre L3 e NRR, com destaque ao 
segmento presente entre os resíduos 91 e 95, que foi capaz de estabelecer ligH com 

LNR no intervalo entre 1499 e 1518. Notavelmente, o AbSeldon conseguiu preservar 

as importantes interações com Leu1710 em duas replicatas (Figura 41A-D).  
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Figura 41. Ligações de hidrogênio entre os desenhos gerados pelo AbSeldon 

e NRR 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Ligações de hidrogênio entre NRR e os desenhos do 
AbSeldon que tiveram como estrutura inicial a conformação predominante das replicatas (A) 
1, (B) 2, (C) 3 e (D) 4. Nos mapas de contato, as cores preto e branco correspondem a 
probabilidades de ocorrência de 0 e 1, respectivamente.  

 

A análise de frequência de aminoácidos nas posições das CDRs e do loop 

DE demonstrou que, apesar da tentativa de enxerto de L2 através dos dois programas, 

houve uma limitada exploração do espaço químico, com apenas dois aminoácidos 

predominando em todas as posições avaliadas. Tentativas de inserções nas posições 

52A-D não resultaram em interações adicionais relevantes na avaliação pelo RING. 

Já o desenho de L1, L3 e H3 foi mais eficiente em explorar uma maior variedade de 

aminoácidos e gerar inserções com diferentes comprimentos e perfis químicos (Figura 

42A). 
Em concordância com os dados de mutagênese de saturação, quatro hot-

spots mutacionais previamente identificados foram alterados nos desenhos. A 

substituição de Thr28 por isoleucina foi observada na replicata 1 da mutagênese, 

enquanto a alteração da Gly101 (Gly97 na numeração de Martin) para tirosina foi 
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detectada nas replicatas 1 e 3, e para lisina na replicata 3. Além disso, a mutação de 

Gly104 (Gly100 na numeração de Martin) para arginina também foi identificada em 

um dos desenhos. A introdução de resíduos positivamente carregados é coerente com 
a superfície eletrostática predominantemente negativa de NRR, favorecendo a 

complementariedade de carga na interface (Apêndice L). 

Já na cadeia leve, o resíduo 52 foi apontado como um hot-spot mutacional, 

mas as mutações propostas diferiram entre os métodos: nos enxertos, o resíduo foi 

substituído por uma valina, enquanto a mutagênese sugeriu aminoácidos carregados 

ou aromáticos. A identificação de posições e mutações consenso entre as duas 

metodologias de otimização reforça o potencial dessas modificações para melhora da 

interação. 

Não obstante, as alterações foram comparadas àquelas sugeridas a partir 

da metodologia de dobramento inverso, que podem levar a otimização da afinidade 

de um complexo anticorpo-antígeno (Høie et al., 2024). As principais conformações 
amostradas pelo anticorpo, identificada por DM, bem como os modelos enxertados 

foram submetidos ao AntiFold, produzindo sequências contendo dentre 7 a 12 

mutações nas CDRs. No entanto, essas sequências obtiveram escores de 

dobramento inverso (log-likelihood) inferiores aos da molécula nativa. 

Seguiu-se, então, com a análise de probabilidade de resíduos por posição 

(Apêndice M). Na CDR-H1, as diferenças mais significativas de frequência de 
aminoácidos ocorreram nas posições 30 e 33 pela numeração de Martin, onde 

treonina/isoleucina e tirosina predominaram nas sequências geradas. Na CDR-H2, a 

posição 52 apresentou variações com a presença de tirosina e ácido aspártico; a 

posição 54 foi predominada por serina; e a posição 56 mostrou a ocorrência de 

aminoácidos carregados negativamente, como ácido aspártico e glutâmico. A ampla 

variabilidade observada na CDR-H3 dificultou a identificação de modificações 

predominantes, sendo notável a prevalência de resíduos de tirosina. 

Já na cadeia leve, especificamente em L1, os aminoácidos mais frequentes 

encontrados pelo AntiFold foram consistentes com as sequências enxertadas. As 

principais variações surgiram nas estruturas derivadas de AbSeldon R3 e R4, com um 

loop mais curto e com a presença de serina na posição 27, glicina/asparagina na 28, 

e serina/asparagina na 29. A CDR-L2 sofreu poucas alterações, exceto pela possível 
asparagina na posição 51.  
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Figura 42. Comparação das CDRs obtidas pelo AbSeldon e RAbD e validação por 

DMa 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Frequência de ocorrência dos resíduos nas posições das CDRs 
e do loop DE das cadeias pesada e leve. O alinhamento foi obtido com o AbAlign e os anticorpos 
renumerados de acordo com Martin. RMSD de interface correspondente as simulações de dinâmica 
molecular aquecida com os modelos obtidos pelo RAbD (laranja) e AbSeldon (vinho) a partir das 
estruturas predominantes das replicatas (B) 1, (C) 2, (D) 3 e (E) 4 das DM de 400 ns. As linhas em 
cinza correspondem aos resultados previamente obtidos na DMa de BRON nativo. 

 

Na CDR-L3, as principais modificações ocorreram nas posições 89, com 

predominância de leucina, e 97, onde valina foi frequente. O AntiFold correlacionou o 
log-likelihood, isto é, a frequência dos resíduos em cada posição, com um possível 

ganho de afinidade (Høie et al., 2024). Assim como a metodologia de dobramento 
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inverso, a combinação de seis modelos de linguagem generalizados mostrou-se 

eficiente na maturação de afinidade de anticorpos naïve e daqueles já maturados (Hie 

et al., 2024). O uso dessa estratégia para guiar a evolução artificial indicou um total 
de 24 mutações otimizadoras em BRON, das quais 10 são em VH e 14 são em VL 

(Apêndice N).  

Metade das alterações na cadeia pesada já haviam sido reportadas na 

etapa de enxerto (Figura 42A). Dentre elas, está Met100ETyr, uma alteração na CDR-

H3 também registrada em AbSeldon R3. Já na cadeia leve, 5 das 14 modificações 

coincidem com as propostas pelo RAbD e AbSeldon, reforçando o desafio associado 

a otimização da cadeia leve. Vale ressaltar que tais metodologias oferecem novas 

oportunidades de otimização, mas que as modificações propostas, seja 

individualmente ou em combinações, devem passar por avaliações computacionais 

baseadas em dinâmica molecular para validar e determinar o seu impacto funcional. 

Procedeu-se com a análise dos modelos gerados por enxerto de CDR por 
simulações de DMa. Ao final de 70 ns de simulação, os valores de iRMS para todos 

os modelos ficaram abaixo de 5 Å (Figura 42B-E). No entanto, a comparação entre os 

perfis dos novos anticorpos e do Fv nativo indicou que os modelos do AbSeldon 

originários das conformações das replicatas 2, 3 e 4, assim como o modelo da 

replicata 4 do RAbD, apresentaram variações semelhantes. Estes modelos foram, 

então, selecionados para avaliações adicionais quanto a sua estabilidade, 
acessibilidade do sítio S2 e energia de interação. 

Embora a análise com o RING não tenha identificado interações com 

Leu1710, as simulações de DM revelaram uma ligH transiente com a Tyr59, presente 

em cerca de 5% da simulação, sendo esse um aminoácido que teve uma participação 

importante na interface descrita com o anticorpo nativo (Figura 43B). Em contrapartida, 

as ligações de hidrogênio detectadas nos desenhos AbSeldon R2 e R4 não foram 

mantidas durante as simulações, possivelmente sendo desfeitas ainda durante o 

equilíbrio. 

Os resultados de RMSD foram corroborados pelas análises de MM/GBSA, 

nas quais as simulações com alta variação de iRMS apresentaram valores de ΔGbind 

superiores a -25 kcal/mol. AbSeldon R3 foi o único modelo que apresentou valores de 

energia de interação consistente entre as réplicas e semelhantes à média do anticorpo 
nativo (Figura 43C). Esse modelo demonstrou uma acessibilidade ao sítio S2 

ligeiramente superior à do anticorpo original, mas ainda inferior à do antígeno livre. 
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Figura 43. iRMS, área acessível ao solvente do sítio S2 em NRR complexado 

aos modelos otimizados e energia livre de ligação 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) iRMS dos desenhos RAbD R4, AbSeldon R2, R3 e R4, 
simulados em duplicatas por 400 ns. (B) Ilustração do complexo anticorpo-antígeno, na qual a 
estrutura secundária de NRR está colorida em verde, a superfície de BRON nativo está 
representada por uma malha cinza, e as superfícies de VH e VL de AbSeldon R3 estão coloridas 
em violeta e bege respectivamente. Em destaque, está a Leu1710 de NRR e a Tyr59 do modelo, 
que formam uma ligH identificada em aproximadamente 5% da simulação. (C) ΔGbind e área de 
superfície acessível ao solvente do sítio S2 com BRON nativo e com desenhos otimizados 
submetidos a simulação.  
 

Esses dados indicam que a metodologia de enxerto de CDRs aplicada ao 

desenho AbSeldon R3 foi eficaz em estabelecer novas interações que estabilizaram a 

interface, aumentando a participação da cadeia leve, sem comprometer a energia de 
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interação. Yang e colaboradores (2023) utilizaram o enxerto de CDR para otimização 

de anticorpos neutralizantes contra o domínio RBD de SARS-CoV-2. Utilizando o 

RAbD para modificar todos os loops hipervariáveis, a exceção de H3, considerado 
essencial à interação com o epítopo, foram obtidos desenhos com alta afinidade e 

capacidade neutralizante (Yang et al., 2023). Esses resultados foram atribuídos à 

formação de novas interações anticorpo-antígeno, reforçando a importância do 

enxerto de CDR como método para o desenho racional de anticorpos. 

No presente estudo, essa metodologia foi complementada e comparada a 

três abordagens adicionais: a análise de hot-spots mutacionais via mutagênese de 

saturação, a avaliação da probabilidade de ocorrência de aminoácidos em cada 

posição por dobramento inverso e a maturação de afinidade por modelos de 

linguagem. A validação dos anticorpos projetados foi conduzida por meio de 

simulações de dinâmica molecular que forneceram insights sobre a estabilidade 

estrutural e o comportamento dinâmico dos complexos formados pelos anticorpos 
modificados. 

 

4.6 Avaliação do potencial de aplicação 
 

A partir do melhor modelo obtido na etapa de enxerto, AbSeldon R3, foram 
avaliados parâmetros críticos para sua aplicação in vitro e in vivo. No desenvolvimento 

de biofármacos, altas concentrações de proteínas são frequentemente utilizadas, 

gerando desafios relacionados à solubilidade, separação de fases, aumento da 

viscosidade e propensão à agregação, dificultando a fabricação, entrega, estabilidade 

e o prazo de validade do produto (Pindrus et al., 2015; Shire; Shahrokh; Liu, 2009). 

Tendo em vista a superação de tais dificuldades na etapa inicial do desenvolvimento, 

a solubilidade do Brontictuzumabe nativo e do AbSeldon R3 foi avaliada utilizando o 

programa Aggregscan4D. 

A análise de solubilidade por posição mostrou que os enxertos nas CDRs 

H1 e H3 melhoraram o escore de solubilidade da cadeia pesada, especialmente nos 

resíduos ao redor da posição 100 (Figura 44A). Já os enxertos na cadeia leve 
prejudicaram a solubilidade inclusive fora das CDRs, com Val3 e Phe24 sendo 

identificados como os principais pontos propensos à agregação (Figura 44B). Ainda 

assim, os escores globais de solubilidade normalizada foram de -0,61 para o 

Brontictuzumabe nativo e -0,58 para o AbSeldon R3. Portanto, infere-se que as 
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modificações não comprometeram significativamente a solubilidade global do 

anticorpo (Bárcenas et al., 2024). 
 

Figura 44. Predição de solubilidade 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Predição de solubilidade com o AggreScan4D para 
as cadeias (A) pesada e (B) leve do Brontictuzumabe nativo (azul) e modificado pelo 
AbSeldon na replicata 3 (vermelho). Valores mais negativos de escore indicam uma 
maior solubilidade. 

 

Em seguida, AbSeldon R3 foi comparado com 754 anticorpos terapêuticos 

fase I através do Therapeutic Antibody Profiler, mostrando adequação em todas as 
cinco métricas avaliadas (Apêndice O). O comprimento total das CDRs foi de 48 

resíduos, coincidindo com a média encontrada na literatura (Raybould et al., 2019). O 

escore de hidrofobicidade em CDRs, que está relacionado a propensão de agregação, 

foi de 140,7, estando próximo a média reportada de 133,8 (Raybould et al., 2019; Kyte; 

Doolittle, 1982).  

As cargas dos resíduos da proteína foram adequadas para o pH 7,4 para 
realização do cálculo de patches de superfície de cargas positiva e negativa, sendo 
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os seus valores 0,04 e 0,0, respectivamente. Estes foram considerados adequados, 

uma vez que patches de superfície carregados são associados a características 

biofísicas indesejadas (Popovic et al., 2017; Datta-Mannan et al., 2015). A análise do 
mapa de calor de cargas em diferentes pHs e concentrações iônicas, fornecido pelo 

Protein-Sol, corrobora com um perfil neutro de cargas em pH 7,5 e 0,15 M (Hebditch; 

Warwicker, 2019b) (Apêndice O). 

O Protein-Sol também indicou a estabilidade do estado enovelado em todas 

as faixas de concentração salina testadas entre os pHs 5 e 8. Por fim, a avaliação da 

simetria de carga estrutural Fv (SFvCSP) foi utilizada para avaliar a atração 

eletrostática indutora de agregados, tendo em vista que um mAb tende a ser mais 

viscoso se o produto das cargas líquidas VH e VL for negativo (Sharma et al., 2014). O 

SFvCSP de AbSeldon R3 foi 10,2, indicando uma menor viscosidade. A metanálise 

realizada por aprendizado de máquina a partir de 12 propriedades biofísicas, feita com 

o Protein-Sol, colocou o AbSeldon R3 dentro de uma faixa adequada entre outros 
anticorpos aprovados ou que passam por testes clínicos fases II ou III (Hebditch; 

Warwicker, 2019a). 

Uma outra consideração fundamental foi a comparação do potencial de 

interação dos anticorpos nativo e modificado com outras proteínas da família Notch. 

Notch2 e Notch3 apresentam diversas modificações em suas sequências quando 

comparadas à Notch1 (identidades de 52,89% e 50,66%, respectivamente). 
Entretanto, tais proteínas mantêm o seu mesmo padrão de enovelamento (Figura 

45A,B). Essa observação está em conformidade com o princípio de que a estrutura 

das proteínas tende a ser mais conservada do que sua sequência, uma vez que a 

função proteica está diretamente relacionada à sua conformação tridimensional, 

sendo, portanto, favorecida ao longo da evolução (Sousounis et al., 2012). 

 A avaliação das interações foi conduzida por meio de docking molecular 

utilizando o HADDOCK, que, diferentemente do ClusPro, fornece dados quantitativos 

sobre a interação, como a área de superfície enterrada e os componentes de energia 

de van der Waals e eletrostática. A definição dos resíduos ativos com base no 

complexo previamente validado levou a recuperação de um sistema BRON-NRR 

semelhante ao oriundo do ClusPro, validando o uso desse programa nessa aplicação. 
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Figura 45. Interações de BRON e AbSeldon R3 com os receptores Notch2 e 3 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Alinhamento da estrutura e sequência de Notch1 à (A) Notch2 e (B) 
Notch3. (C) Resultados do HADDOCK2.4 para os dockings de BRON e AbSeldon R3 a Notch1, Notch2 
e Notch3. 
 

Os escores HADDOCK foram mais negativos nos complexos formados por 

BRON e AbSeldon com Notch1, indicando interações mais favoráveis, ainda que o 

escore do AbSeldon tenha sido inferior ao da proteína nativa (Figura 45C). O escore 
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HADDOCK é composto por uma combinação linear de diversos parâmetros 

energéticos e de área de superfície enterrada, porém, não apresenta correlação direta 

com a afinidade de interação (Vangone et al., 2016; Kurkcuoglu et al., 2017).  
Além disso, os tamanhos dos clusters foram, de modo geral, maiores nos 

complexos com Notch1, acompanhados de RMSD inferiores a 1 Å, demonstrando a 

uniformidade do agrupamento. Uma exceção foi o complexo AbSeldon-Notch3, que 

também obteve um cluster com mais de cem estruturas e RMSD abaixo de 1 Å. Os 

valores de área de superfície enterrada, energia de van der Waals e energia de 

violação das restrições favoreceram, no entanto, os complexos com Notch1, 

sugerindo que, em uma análise preliminar, esses complexos são mais favoráveis. No 

entanto, a possibilidade de reações cruzadas não pode ser descartada sem 

investigações mais aprofundadas, tanto in silico quanto in vitro. 

 

4.7 Proposição de novos scFvs baseados em BRON 
 

Anticorpos são moléculas estruturalmente complexas, compostas por 

cadeias leves e pesadas organizadas em um formato de Y, estabilizadas por pontes 

dissulfeto. Devido à necessidade de modificações pós-traducionais e sistemas de 

expressão específicos, a produção de anticorpos completos pode ser desafiadora 

(Zhang et al., 2016). O uso de fragmentos de anticorpos, como os scFvs, 
caracterizados pela fusão dos domínios variáveis por um linker, oferece diversas 

vantagens, como a produção eficiente em sistemas bacterianos e codificação por 

um único gene, eliminando problemas relacionados à estequiometria de cadeias 

(Filpula, 2007).  

Além disso, esses fragmentos apresentam maior capacidade de 

penetração tecidual e rápida depuração plasmática, tornando-os atraentes para 

aplicações terapêuticas e diagnósticas (Arslan et al., 2022; Li; Krippendorff; Shah, 

2017). Embora os scFvs apresentem estabilidade reduzida quando comparada aos 

anticorpos completos, seu acoplamento em outros formatos, como os scFv-Fc, pode 

ser uma alternativa (Bujak et al., 2014). Ademais, os scFvs podem ser incorporados 

em construções bi-específicas ou utilizados como carreadores de pequenos ligantes, 

expandindo ainda mais suas aplicações em imunoterapia e como ferramentas de 
direcionamento molecular (Brinkmann; Kontermann, 2017; Smith et al., 2021). 

Tendo em vista os potenciais usos dos fragmentos de anticorpos, foram 
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incorporados peptídeos ligantes flexíveis de três comprimentos distintos entre os 

domínios VH e VL do Brontictuzumabe, avaliando-se, em seguida, a interação dos 

fragmentos de cadeia simples gerados com NRR de Notch1. O tamanho do linker 
afeta diferentes comportamentos estruturais e funcionais de scFvs (Arslan et al., 

2022; Dolezal et al., 2000). A literatura reporta que scFvs conectados por peptídeos 

menores que 12 aminoácidos tendem a formar multímeros, combinando-se com 

outros fragmentos. Em contrapartida, o uso de linkers de pelo menos 12 resíduos 

frequentemente resulta em moléculas monoméricas funcionais (Hudson; Kortt, 1999; 

Le Gall et al., 1999).  

Dessa forma, foram escolhidos fragmentos de 9 (scFv9), 12 (scFv12) e 

15 aminoácidos (scFv15), compostos por repetições de glicina e serina ([G4S]n), 

para conectar os domínios variáveis de BRON (Figura 46A). Os scFvs gerados 

possuem orientação entre VH-VL diferentes do Fv (Figura 46B). Tal alteração é 

esperada, não devendo afetar a atividade biológica ou a capacidade de 
reconhecimento de tais moléculas, mas podendo levar a redução da especificidade 

ao antígeno (Riaño-Umbarila et al., 2020; Krokhotin et al., 2019). 

A comparação entre os modelos gerados pelo RoseTTAFold e pelo 

AlphaFold2 revelou que, embora ambos os programas foram capazes de produzir 

estruturas com qualidade global semelhante, indicada pelos escores do 

QMEANDisCo e VoroMQA, os modelos do AlphaFold2 apresentaram um maior 
número de sobreposições estereoquímicas desfavoráveis e de outliers no gráfico de 

Ramachandran (Figura 46C). 

O refinamento das estruturas com o locPREFMD levou a redução do 

número de choques estereoquímicos (Figura 46C). No entanto, esse processo 

também resultou em um aumento de ângulos diedros fora das regiões permitidas 

no gráfico de Ramachandran dentro das CDRs, afetando diretamente os 

aminoácidos envolvidos no parátopo, levando a escolha dos modelos gerados pelo 

RoseTTAFold sem refinamento. 
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Figura 46. Modelagem dos fragmentos a partir do Brontictuzumabe 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Alinhamento das sequências do Fv de BRON com os 
fragmentos de linkers de 9, 12 e 15 resíduos, respectivamente, na região de inserção dos peptídeos 
ligantes. (B) Estrutura secundária de BRON, com as cadeias pesada e leve coloridas em violeta e 
bege, respectivamente, e dos scFvs, com os linkers destacados em azul, roxo e laranja, 
respectivamente. (C) Parâmetros de validação das estruturas antes e após refinamento com 
locPREFMD, obtidos através do MolProbity, QMEAN e VoroMQA. (D) Estrutura secundária dos 
fragmentos, coloridos de acordo com a qualidade local, onde laranja indica uma pior qualidade e azul 
representa uma melhor. 
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 A etapa seguinte consistiu no docking dos fragmentos à NRR. 

Inicialmente, os modelos foram submetidos ao ClusPro em dois modos distintos. 

Enquanto o modo normal não conseguiu gerar complexos com interfaces 
compatíveis com a do complexo BRON-NRR, o modo anticorpo demonstrou maior 

semelhança (Figura 47A). Vale ressaltar que, na validação realizada previamente 

com o complexo 3L95, os dois modos do ClusPro conseguiram gerar poses de alta 

qualidade. 

Dentre os complexos produzidos para cada scFv, foram selecionados 

cinco para submissão à DMa com base nas seguintes especificações: menor 

energia, similaridade da interface com o BRON-NRR e a formação de interações 

com o resíduo Leu1710 do NRR, conforme identificado pela análise de PDBSum 

(Apêndice P,Q). O cluster 7 para o scFv com linker de 9 resíduos, o cluster 1 para o 

linker de 12 resíduos, e o cluster 3 para o linker de 15 resíduos atenderam aos 

critérios definidos (Figura 47B-D). Conformações de baixa energia ligadas a 
epítopos alternativos também foram identificadas, como nos casos do cluster 16 

(scFv12) e do cluster 17 (scFv15). Esses complexos demonstraram estabilidade 

durante as simulações de aquecimento, sugerindo que outros epítopos no NRR 

podem ser alvos viáveis para interações estáveis.  

Não obstante, apesar da metodologia de DMa ser eficaz na redução das 

múltiplas poses geradas por programas de docking àquelas que se assemelham à 
conformação cristalográfica, ela ainda pode apresentar falsos positivos que se 

mantêm estáveis durante o aquecimento (Chaves et al., 2020). Considerando o 

mecanismo inibitório previamente descrito para o Fv de BRON, seguiu-se com a 

análise das poses que permaneceram estáveis ao longo da DMa e que mostraram 

capacidade de interagir com o epítopo-alvo. 

Assim como no complexo BRON-NRR, foi analisada a contribuição das 

CDRs para a interface e o perfil químico dos resíduos nos complexos scFv-antígeno. 

Observou-se uma menor dependência da CDR-H2 para a interação, que, no Fv, era 

responsável por 38% dos resíduos de interface. Nos scFvs com linkers de 9, 12 e 

15 resíduos, essa contribuição foi reduzida para 7%, 10% e 18%, respectivamente 

(Figura 48A-C). No scFv com linker de 9 resíduos, a interface foi dominada pela 

CDR-L1, que não havia desempenhado um papel significativo no fragmento de duas 
cadeias. No scFv com linker de 12 resíduos, a interação foi majoritariamente 

mediada pelas CDRs H3 e L1. Já no scFv com linker de 15 resíduos, a interface 
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apresentou uma distribuição equilibrada entre as CDRs, com leve predominância da 

cadeia pesada. 
 

Figura 47. Validação dos complexos de fragmentos de anticorpo com BRON 
 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Filtro para seleção de complexos scFv-NRR. As estruturas 
de menor energia ou com interface similar ao complexo entre Fv de BRON e NRR, geradas pelo 
ClusPro no modo anticorpo, foram submetidas a simulações com aquecimento, em duplicatas, e 
selecionadas de acordo com a estabilidade e formação de ligH com Leu1710. RMSD dos complexos 
scFv-NRR para os fragmentos com linker de (B) 9, (C) 12 e (D) 15 resíduos. 
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O perfil químico da interface do scFv com linker de 15 resíduos foi o mais 

próximo do observado no Fv, sendo predominantemente composto por resíduos 
polares não carregados, seguidos por quantidades semelhantes de resíduos 

apolares alifáticos e aromáticos. No scFv com linker de 12 resíduos, observou-se 

um aumento na presença de resíduos apolares alifáticos na interface. Já no scFv 

com linker de 9 resíduos, a interface foi formada, predominantemente, por 

aminoácidos polares não carregados, seguidos dos aromáticos. É importante 

destacar que essa composição, assim como a pose de interação, pode ser 
modificada pela multimerização do fragmento de linker mais curto. 

 

Figura 48. Complexos entre os scFvs e NRR 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Alinhamento dos complexos scFv-NRR à BRON-NRR, com o 
antígeno colorido em verde claro, o Fv colorido em cinza, e os scFvs com linker de (A) 9, (B) 12 e (C) 
15 resíduos coloridos em azul, roxo e laranja, respectivamente. Ao lado, estão contabilizadas as 
contribuições das CDRs para interface scFv-NRR, e a composição química do parátopo.  
 

Os complexos foram submetidos a simulações de 400 ns para avaliar a 

estabilidade, acessibilidade do sítio S2 e a amostragem conformacional, em 
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comparação com o Fv de BRON. Em todos os casos, o iRMS permaneceu abaixo 

de 5 Å (Figura 49A). Embora tenha sido observado um aumento na replicata 2 do 

scFv9 e em ambas as replicatas do scFv12, isso não resultou em maior 
acessibilidade do S2, analisada comparativamente nos gráficos de violino (Figura 

49C).  

Contrariamente, o scFv12 teve os menores valores de acessibilidade, 

inclusive apresentando SASA média negativa, o que pode ser atribuído a artefatos 

do algoritmo LCPO quando utilizado no cálculo de área acessível em fragmentos de 

um sistema (Weiser; Shenkin; Still, 1999). Assim, pode-se inferir que a variação 

observada na interface desse fragmento entre 50 e 200 ns, seguida pela 

estabilização em torno de 3 Å em relação à conformação inicial de docking, reflete 

uma transição da interface para um estado estável, que prevalece pelos 200 ns 

finais de simulação e resulta em maior ocupação do espaço ao redor do sítio S2. 

O cálculo do raio de giro indicou que a introdução dos linkers resultou em 
uma diminuição da compactação entre VH e VL (Figura 49B). Tal redução foi 

inversamente proporcional ao comprimento do fragmento utilizado para conectar os 

domínios variáveis e está de acordo com os achados de Arai e colaboradores (2004), 

que indicaram que um maior raio de giro está associado a um aumento da distância 

entre os domínios de uma proteína de fusão. Essa separação pode ter influenciado 

a capacidade do scFv15 de obstruir o sítio S2, indicado pela análise de SASA. Não 
obstante, a manutenção do raio de giro em patamares semelhantes mesmo com as 

variações de iRMS reforçam que a alteração da interface não decorre de um 

processo de desnaturação (Starzyk; Cieplak, 2011) 

A PCA é uma ferramenta eficaz para decodificar os movimentos em 

conjuntos de conformações, como nas trajetórias de simulação (Orellana et al., 

2016). Ao projetar o comportamento conformacional de NRR nas simulações dos 

fragmentos de cadeia simples e o de duas cadeias sobre mesmo espaço 

bidimensional, observou-se que, apesar de uma variação abrupta de RMSD entre 

50 e 200 ns para o scFv12, essa variação resultou apenas em uma alteração 

conformacional do antígeno na segunda replicata, que passou a ocupar posições 

também encontradas nas simulações com o scFv15 (Figura 49C). Este último 

apresentou variações de iRMS inferiores a 3,5 Å e acessibilidade ao S2 superior à 
observada no Fv, embora ainda menor do que na média das simulações com o NRR 

livre. 
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Figura 49. Simulações de DM com os complexos scFv-NRR. 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) iRMS dos sistemas contendo os scFvs com linker de 9,12 e 
15 aminoácidos, coloridos em azul, roxo e laranja, respectivamente. (B) Raio de giro do Fv e dos 
scFvs ao longo das simulações com NRR. (C) Gráfico de violino da área de superfície acessível ao 
solvente do sítio S2 de NRR em complexo com Fv de BRON e com os scFvs. (C) PCA de NRR, 
obtido a partir de diagonalização das trajetórias de Fv-BRON e scFvs-BRON.  
 

 

Também foi identificado um aumento do iRMS nos últimos 100 ns de 

simulação do scFv9 replicata 1, acompanhado por uma transição nos valores de 

PC2, que passaram a amostrar regiões predominantemente observadas nas 

replicatas de DM do Fv, aproximando-se também nos valores de SASA do sítio S2. 
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Ao avaliar os quadrantes formados pelos dois primeiros componentes principais, 

observou-se que o antígeno, quando complexado ao Fv, tende a ocupar 

principalmente o quadrante inferior direito, com algumas incursões para o inferior 
esquerdo. Os scFv9 e scFv12 apresentam regiões de interseção com o Fv.  

A replicata 1 do scFv9 transiciona para o quadrante inferior direito, 

enquanto a replicata 2 do mesmo fragmento e a replicata 1 do scFv12 demonstram 

uma restrição conformacional mais significativa. Por outro lado, a replicata 2 do 

scFv12 transiciona para o quadrante superior esquerdo, o que não resulta em um 

aumento do RMSD de interface nem em maior acessibilidade ao S2. Curiosamente, 

esse quadrante também foi amostrado nas replicatas do scFv15, onde está 

associado a valores mais altos de SASA no sítio S2. Essa análise evidencia a 

diversidade de comportamentos conformacionais de NRR proporcionados pelos 

diferentes ligantes. 

A fim de investigar as causas e efeitos das alterações conformacionais 
detectadas por PCA e pela análise de RMSD, foi realizada a avaliação da formação 

de ligações de hidrogênio e da energia de interação entre os diferentes scFvs e o 

NRR (Figura 50). O scFv com linker de 15 resíduos apresentou o maior número total 

de ligH entre o fragmento e o antígeno, atingindo um máximo de 28 interações 

(Figura 50E). Contudo, nenhuma ligação de hidrogênio estável foi observada com 

Leu1710, o que pode justificar os valores mais elevados de acessibilidade à região 
S2, em comparação com os demais scFvs (Figura 50F). 

Os fragmentos com linkers de 9 e 12 resíduos registraram valores 

máximos de 23 e 24 ligH, respectivamente, além de apresentarem ligações de 

hidrogênio estáveis com Leu1710 (Figura 50A-D). No scFv9, as ligações foram 

mediadas pelos resíduos Tyr106 e Tyr164, enquanto no scFv12, a interação estável 

ocorreu com Thr164. Isso reforça a relevância de resíduos doadores de ligH na 

posição 164 para a formação de interações com o sítio S2 do NRR. Em 

contrapartida, o aminoácido 164 do scFv15 é uma alanina, cuja cadeia lateral é 

composta por grupamento metílico incapaz de formar ligH (Gaur; Klotz, 2004).  

A menor acessibilidade de S2 observada no scFv12 correlaciona-se, 

também, com os valores médios de ΔGbind, que se aproximaram dos resultados 

médios obtidos com o Fv de BRON (Figura 50G). Já o aumento no número total de 
ligH na replicata 2 do scFv15 ajuda a explicar a discrepância nos valores de ΔGbind 

entre as replicatas, apesar dos comportamentos conformacionais semelhantes do 
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NRR em ambas.  

 
Figura 50. Ligações de hidrogênio relevantes entre scFv e BRON e energia de 

interação 

Fonte: elaborado pelo autor (2024). Número de ligações de hidrogênio entre NRR e os scFvs 
com linkers de (A) 9, (C) 12 e (E) 15 ao longo das duas replicatas de 400 ns. Interfaces scFvs-
antígeno, com enfoque nas ligH formadas a partir de resíduos do (B) scFv9 e do (D) scFv12. 
(F) Como não foram identificadas ligações de hidrogênio entre o scFv15 e NRR, estão 
ilustrados os resíduos até 5 Å de distância do sítio S2. (G) Energia de interação, calculada por 
MM/GBSA nas réplicas de simulação, do Fv de BRON e dos fragmentos derivados. A linha 
preta tracejada indica a média de ΔGbind entre as quatros DM de BRON-NRR. 

 
As variações nos valores de energia livre de interação obtidos por 
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MM/GBSA entre réplicas de dinâmica molecular podem ser atribuídas a uma série 

de fatores, incluindo a natureza estocástica das simulações, cujas trajetórias podem 

variar devido às condições iniciais e às forças aleatórias que atuam no sistema 
(Frenkel; Smit; Ratner, 1997). Essa variabilidade pode resultar em diferentes 

estados conformacionais dos complexos entre réplicas, afetando os valores de 

energia livre de ligação calculados conforme observado na análise de Salih (2022). 

Portanto, considerando o mecanismo de inibição proposto para o 

Brontictuzumabe, pode-se inferir, com base em dados teóricos, que o scFv com 

peptídeo ligante de 12 aminoácidos é aquele que mais se aproximaria dos efeitos 

inibitórios proporcionados pelo anticorpo. O linker de 12 resíduos garante a 

expressão de um fragmento monomérico funcional que, pela formação de uma 

ligação de hidrogênio estável com Leu1710, consegue reduzir a acessibilidade de 

S2 a valores inferiores aos encontrados no complexo com o Fv de BRON.  

Essa interação, associada ao ΔGbind, indica que esse scFv é um 
fragmento promissor para aplicação terapêutica em construções mono ou 

biespecíficas, ou até mesmo para fins diagnósticos. Além disso, esses resultados 

sugerem que um peptídeo ligante de 12 aminoácidos poderia ser utilizado no 

desenho de scFvs baseados nas estruturas desenvolvidas a partir do 

Brontictuzumabe, como as sugeridas neste trabalho. 

De forma global, os anticorpos otimizados e fragmentos de anticorpo 
propostos constituem bases para novos estudos de maturação de afinidade in silico 

e in vitro, e podem representar um avanço no desenvolvimento de antagonistas de 

Notch1. As metodologias computacionais aplicadas, de forma integrada, 

representam uma pipeline promissora para a compreensão do mecanismo 

molecular de inibição de um biofarmacêutico, como o Brontictzumabe, bem como 

para aplicação no desenho de biobetters.  

Não obstante, técnicas recentes baseadas em modelos de linguagem 

específicos para anticorpos e difusão de proteínas podem ser adicionadas a esse 

fluxo de trabalho, de forma a obter otimizações mais significativas da afinidade 

(Peng et al., 2023; Luo et al., 2022). Vale ressaltar que muitos dos modelos obtidos 

através de tais metodologias, que fazem uso de aprendizado profundo, ainda 

precisam ser validados experimentalmente. Além disso, o uso dessas ainda é, por 
vezes, limitado pelos conjuntos de dados utilizados em seu treinamento, que podem 

variar em qualidade ou serem específicos a um estudo em questão, levando a uma 
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alta taxa de falha quando utilizado em outras aplicações (Bennet et al., 2024; 

Bennett et al., 2023). 

Em contrapartida, estudos envolvendo enxerto e otimização de CDRs 
que integram avaliações conformacionais encontraram sucesso na maturação de 

afinidade de anticorpos, especialmente em aplicações recentes contra a proteína 

Spike de SARS-CoV-2 (Boorla et al., 2022; Yang at al., 2023; Ferraz et al., 2024). 

Dessa forma, o desenho de medicamentos baseado em estrutura aplicado à 

anticorpos tem demonstrado eficácia na seleção precisa de painéis de variantes 

com afinidade otimizada (Cannon et al., 2019). 

A proposição de novas terapias que tenham como alvo Notch1 tem 

repercussões em diferentes tipos de câncer. Destaca-se o seu impacto sobre os 

pacientes com leucemia linfoblástica aguda de células T, uma neoplasia agressiva, 

que incide principalmente em crianças e adolescentes (Lima, 2015). Nessa 

malignidade, cerca de metade dos pacientes são carreadores de mutações em NRR 
que diminuem a proteção contra clivagem proteolítica independente de ligante em 

S2 (Weng et al., 2004). O uso de derivados do Brontictuzumabe direcionados à NRR 

constitui, portanto, uma opção de terapia-alvo promissora não apenas para esse 

subtipo cancerígeno, mas para diversas outras malignidades que envolvem 

alterações na via de Notch (Cordo et al., 2021; Ferrarotto et al., 2018). 
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5 CONCLUSÕES 
 

Neste trabalho, metodologias computacionais foram aplicadas para 
explorar e otimizar a interação do Brontictuzumabe com seu alvo, o domínio 

regulatório negativo de Notch1, visando o desenvolvimento de novos candidatos 

terapêuticos. A investigação permitiu identificar os principais determinantes estruturais 

e energéticos dessa interação, além de estabelecer estratégias para aprimorar sua 

afinidade e estabilidade. 

O Fv do anticorpo foi modelado e utilizado em um ensaio validado de 

docking para elucidar as interações moleculares do complexo Brontictuzumabe-NRR. 

Simulações com aquecimento e simulações convencionais estendidas demonstraram 

que o modo de interação anticorpo-antígeno proposto é estável. A análise energética 

e estrutural sugeriu um possível mecanismo inibitório de Notch1 por BRON baseado 

no impedimento estérico do acesso da protease ADAM à S2 (Leu1710-Gly1711). Esse 
sítio de clivagem, localizado na cavidade entre os domínios LNR e HD, é o principal 

alvo da CDR-H2 do anticorpo, que contribui significativamente para a energia de 

interação. A avaliação conformacional indicou que o anticorpo modula NRR através 

de um mecanismo misto, combinando seleção conformacional e ajuste induzido.  

As conformações predominantes do complexo foram identificadas, 

servindo de base para a otimização racional do anticorpo. A aplicação das técnicas de 
mutagênese de saturação, enxerto de CDRs, dobramento inverso e modelos de 

linguagem resultou em um conjunto de 10.072 mutantes. A mutagênese revelou hot-

spots nos resíduos Thr28, Thr74, Gly101 e Gly104 de VH, além de Gly52 de VL. 

Modificações em tais posições estão associadas a redução da energia de interação. 

Considerando a baixa contribuição da cadeia leve para interface, o enxerto de CDRs 

foi empregado na otimização do parátopo. O desenho AbSeldon R3 destacou-se por 

apresentar interações adicionais partindo das CDRs L1 e L3, estabilidade em 

simulações prolongadas e valores de ΔGbind e acessibilidade ao sítio S2 comparáveis 

ao anticorpo nativo, sendo considerado um candidato de biobetter promissor.  

Em trabalhos futuros, a validação desse modelo deve incluir novas 

avaliações in silico, além de testes enzimáticos e celulares. Ensaios como o Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay (ELISA) permitirão a análise qualitativa e quantitativa 
da interação com o antígeno, enquanto experimentos celulares poderão avaliar 

diretamente o impacto da inibição de Notch1 sobre a proliferação e metabolismo de 
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linhagens de células tumorais. Dentre estas, destacam-se CCRF-CEM e JM/JURKAT 

no estudo da Leucemia Linfocítica Aguda de Células T, que frequentemente apresenta 

mutações ativadoras em NRR.  
Além disso, foram desenvolvidos fragmentos de anticorpo baseados no 

Brontictuzumabe. A análise de diferentes linkers apontou que o scFv com um peptídeo 

de 12 aminoácidos teve a maior estabilidade, mantendo um ΔGbind semelhante ao 

anticorpo nativo e interagindo com Leu1710. Esse formato é considerado adequado 

para expressão de scFvs monoméricos funcionais, com a vantagem de permitir uma 

produção mais eficiente e escalonável. Dessa forma, o fragmento tem potencial para 

atuar em construções mono ou biespecíficas, além de atuar como carreador de 

pequenas moléculas inibidoras, ampliando o hall de aplicações terapêuticas do 

Brontictuzumabe. 
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APÊNDICE A – COMPARAÇÃO DOS RESÍDUOS DE NRR NAS 
CONFORMAÇÕES LIGADA E NÃO-LIGADA 
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APÊNDICE B – PREDIÇÃO DE ESTRUTURA SECUNDÁRIA DO COMPLEXO 
BRON-NRR AO LONGO DA DINÂMICA MOLECULAR AQUECIDA 
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 APÊNDICE C – DINÂMICA MOLECULAR AQUECIDA DO COMPLEXO BRON-
NRR GERADO NO MODO ANTICORPO 
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 APÊNDICE D – PREDIÇÃO DE EPÍTOPOS EM NRR 
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 APÊNDICE E – PCA DE NRR NAS DUAS PRIMEIRAS REPLICATAS DE 
SIMULAÇÃO COM 3L95 
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 APÊNDICE F – AUTOVALORES E VARIÂNCIA CUMULATIVA DA PCA DE NRR 
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APÊNDICE G – PCA DE S2 EM SIMULAÇÕES COM NRR LIGADO E NÃO-
LIGADO 
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APÊNDICE H – AMOSTRAGEM DAS JANELAS DE DM-US PARA BARNASE-
BARSTAR COM JANELAS DE 0,5 Å 
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APÊNDICE I – DISTÂNCIA INICIAL ENTRE OS CENTROS DE MASSA DE BRON 
E NRR PARA DM-US  
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APÊNDICE J – MUTAÇÕES QUE GERARAM GANHO DE ΔGbind DE PELO 

MENOS 0,5 kcal/mol 
 
 

 

Resíduo 
Nº mutantes 

positivos 
Melhor 

substituição 
ΔGbind 

(kcal/mol) 
Resíduo 

Nº mutantes 
positivos 

Melhor 
substituição 

ΔGbind 
(kcal/mol) 

Replicata 1 Replicata 3 

H 28 7 PHE 1,61 H 35 11 ARG 1,12 
H 50 8 LYS 1,55 H 47 17 LYS 2,68 

H 55 16 TYR 2,09 H 50 13 ARG 3,81 

H 57 4 TRP 1,21 H 51 8 LYS 1,06 

H 65 4 TRP 0,71 H 52 4 ASN 1,71 

H 66 15 ASN 1,20 H 53 5 ASP 1,39 
H 69 10 LEU 0,68 H 54 3 LEU 0,50 

H 71 5 ARG 0,96 H 55 6 TRP 1,24 

H 74 16 TYR 0,78 H 57 3 TYR 1,91 

H 82 7 TRP 0,97 H 65 4 PHE 0,83 

H 84 17 TRP 1,61 H 66 3 LEU 0,89 
H 104 6 ARG 1,50 H 69 13 LEU 1,98 

L 32 18 ARG 1,28 H 74 11 TRP 1,55 

L 95 15 ASN 2,63 H 82 18 TRP 1,96 

Replicata 2 H 84 9 GLN 1,65 
H 28 1 TRP 0,63 H 85 17 ARG 1,04 
H 31 4 TYR 1,36 H 99 11 ARG 0,86 

H 33 6 PRO 0,53 H 101 12 ILE 0,52 

H 35 19 ALA 0,56 H 103 4 ARG 1,80 

H 50 12 LYS 1,40 H 104 11 GLN 0,83 

H 51 1 LYS 0,63 H 105 7 ARG 2,06 
H 52 1 TYR 0,64 L 32 3 TRP 0,64 

H 53 2 THR 0,70 L 52 5 TRP 0,75 

H 55 12 ARG 1,89 Replicata 4 

H 59 10 HIS 2,58 H 28 8 MET 0,67 

H 60 1 TRP 0,53 H 50 13 THR 2,20 
H 65 2 TYR 2,77 H 51 3 ARG 0,85 

H 66 2 SER 0,66 H 52 18 TYR 3,52 

H 67 10 TRP 1,76 H 53 12 CYS 0,56 

H 69 16 CYS 1,01 H 55 5 TRP 3,33 

H 72 1 GLU 0,69 H 56 5 SER 1,40 
H 84 16 LYS 1,18 H 59 12 TRP 3,34 

H 85 8 PHE 1,89 H 60 2 TRP 0,73 

H 102 10 PHE 1,65 H 62 8 TRP 2,18 

H 104 19 MET 1,58 H 65 5 ARG 2,99 

L 52 6 GLN 1,12 H 66 7 SER 1,02 

L 93 16 TYR 1,28 H 69 15 TYR 0,97 

L 95 15 ARG 1,46 H 71 6 GLN 0,60 

L 96 6 ARG 3,50 H 82 9 TRP 0,70 

    H 84 18 TYR 1,79 

    H 85 4 TYR 1,35 
    H 103 7 TRP 1,87 

    H 104 7 CYS 1,89 

    H 106 1 TRP 0,80 

    L 32 5 ASP 0,67 

    L 34 1 TRP 0,65 

    L 95 16 ARG 2,76 

    L 96 4 TYR 1,24 
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APÊNDICE K – SUPERFÍCIE ELETROSTRÁTICA DE NRR 
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APÊNDICE L – PROBABILIDADE DE OCORRÊNCIA DE RESÍDUOS NA CDR 
QUE CONSERVEM O MESMO DOBRAMENTO, CALCULADO PELO ANTIFOLD 

COM NUMERAÇÃO IMGT 
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APÊNDICE M – MODIFICAÇÕES EM BRON PROPOSTAS ATRAVÉS DE 
MODELOS DE LINGUAGEM 

Cadeia Mutação 
Nº de modelos de linguagem 
recomendando a alteração 

VH E35H 5 
VH D77S 5 
VH R30T 2 
VH L52Y 2 
VH M108Y 1 
VH R30S 1 
VH L52N 1 
VH V24G 1 
VH E35G 1 
VH V24A 1 
VL G51Y 6 
VL L69S 6 
VL G71N 3 
VL L77I 3 
VL E87D 3 
VL T11S 3 
VL P58S 2 
VL K72T 2 
VL R23T 1 
VL S24L 1 
VL H97T 1 
VL T48L 1 
VL L68G 1 
VL K72D 1 
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APÊNDICE N – AVALIAÇÃO DO ABSELDON R3 COM O PROTEIN-SOL E 
THERAPEUTIC ANTIBODY PROFILER 
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APÊNDICE O - DOCKING COM O CLUSPRO DOS SCFVS COM BRON NO MODO 
ANTICORPO 

 
 
 
 

scFv com linker de 9AA 
Cluster Nº de estruturas Escore 

1 63 
Centro do cluster -405,2 

Menor energia -405,2 

2 44 
Centro do cluster -294.3 

Menor energia -359.1 

6 33 
Centro do cluster -286.7 

Menor energia -313.4 

7 24 
Centro do cluster -266.5 

Menor energia -316.8 

14 20 
Centro do cluster -272.0 

Menor energia -321.1 

scFv com linker de 12AA 

1 68 
Centro do cluster -291.3 

Menor energia -366.5 

2 56 
Centro do cluster -289.7 

Menor energia -358.2 

5 40 
Centro do cluster -362.9 

Menor energia -362.9 

16 18 
Centro do cluster -351.9 

Menor energia -351.9 

26 10 
Centro do cluster -302.3 

Menor energia -302.3 

scFv com linker de 15AA 

2 65 
Centro do cluster -351.2 

Menor energia -354.6 

3 62 
Centro do cluster -396.9 

Menor energia -397.8 

6 36 
Centro do cluster -378.1 

Menor energia -378.1 

17 14 
Centro do cluster -338.5 

Menor energia -338.5 

23 12 
Centro do cluster -293.5 

Menor energia -293.5 
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APÊNDICE P – ANÁLISE DAS INTERFACES SCFV-BRON COM PDBSUM  
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Cadeias scFv9 NRR Cadeias scFv12 NRR Cadeias scFv15 NRR 


