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RESUMO
A esclerose multipla (EM) ¢ uma doenga autoimune, inflamatéria e neurodegenerativa, sendo
a principal causa de incapacidade neuroldgica ndo traumadtica em jovens adultos. Sua incidéncia
varia de mais de 100 casos por 100.000 habitantes na América do Norte e Europa Ocidental
para menos de 30 por 100.000 em regides equatoriais, com cerca de 40.000 casos estimados no
Brasil. A EM envolve leucécitos, quimiocinas e citocinas como TNF-a, IFN-y e IL-17, além da
integrina 041, que facilita a migragdo linfocitaria para o sistema nervoso central (SNC) via
receptor VCAM-1. O Natalizumabe (NTZ) inibe essa interacdo, sendo uma imunoterapia
eficaz, mas seu uso prolongado compromete a vigilancia imunolégica, favorecendo infecgoes
oportunistas e a reativagdo do poliomavirus John Cunningham (JC), levando a
Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LMP). Além disso, apresenta efeitos colaterais
como sangramentos, tontura, ndusea ¢ rigidez muscular, alto custo e falta de seletividade
exclusiva para a EM, interagindo também com a integrina 047, associada a Doenga de Crohn.
Para superar essas limitagcdes, nanocorpos (VHHs) surgem como alternativa propicia,
impulsionados por ferramentas in silico e algoritmos de deep learning, que viabilizam producao
rapida e de menor custo. Este estudo desenvolveu uma estratégia iniciais para criar VHHs que
mimetizam o NTZ, preservando suas propriedades e especificidade. Inicialmente, calculos de
SASA (via FreeSASA) caracterizaram a interface VH/NTZ-a4. Em seguida, VHHs nativos
(VHH-IN) foram selecionados do banco SAbDab, priorizando aqueles com CDR3
estruturalmente semelhante ao VH/NTZ. Trés estratégias de enxerto (grafting) foram
empregadas para transferir as CDRs do VH/NTZ para os VHHs: ENXSEQ, ENXSDR e
ENXEST. O ENXSEQ unificou as CDRs do VH/NTZ nos frameworks (FR) dos VHHs via
modelagem no NanobodyBuilder2. Os complexos VHH/NTZ-04 foram gerados via docking
molecular no HADDOCK 2.4, e os melhores selecionados com base na pontuacao DockQ.
Enquanto o ENXSDR preservou melhor as propriedades dos VHH-IN, mas teve menor
especificidade para a4, e o ENXEST expos conservagdo intermediaria e maior formacao de
complexo VHH/NTZ-04. J& o ENXSEQ foi o menos conservador, mas com especificidade
intermediaria ao antigeno. Os resultados indicam que os VHHs hibridos mantém especificidade
a subunidade o4, variando conforme a estratégia de enxerto, sendo o ENXSDR os mais

oportunos, necessitando otimizagdo para aprimorar sua especificidade.

Palavras-chave: bioinforméatica; nanocorpos; natalizumabe; neurodegeneracao; miméticos.



ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is an autoimmune, inflammatory, and neurodegenerative disease and
the leading cause of non-traumatic neurological disability in young adults. Its incidence ranges
from over 100 cases per 100,000 inhabitants in North America and Western Europe to less than
30 cases per 100,000 inhabitants in equatorial regions, with an estimated 40,000 cases in Brazil.
MS involves leukocytes, chemokines, and cytokines such as TNF-a, IFN-y, and IL-17, as well
as a4B1 integrin, which facilitates lymphocyte migration into the central nervous system (CNS)
via the VCAM-1 receptor. Natalizumab (NTZ) inhibits this interaction and serves as an
effective immunotherapy; however, its prolonged use compromises immune surveillance,
increasing susceptibility to opportunistic infections and reactivation of the John Cunningham
(JC) polyomavirus, leading to Progressive Multifocal Leukoencephalopathy (PML).
Additionally, NTZ has side effects such as bleeding, dizziness, nausea, and muscle stiffness,
along with high costs and a lack of exclusive selectivity for MS, as it also interacts with o437
integrin, which is associated with Crohn’s disease. To overcome these limitations, nanobodies
(VHHs) have emerged as a promising alternative driven by in silico tools and deep learning
algorithms that enable faster and more cost-effective production. In this study, we developed an
initial strategy to create VHHSs that mimic NTZ while preserving its properties and specificity.
Initially, SASA calculations (via FreeSASA) were used to characterize the VH/NTZ-04
interface. Native VHHs (VHH-IN) were selected from the SAbDab database, prioritizing those
with structurally similar CDR3 regions to VH/NTZ. Three grafting strategies were employed
to transfer CDRs from VH/NTZ to VHHs: ENXSEQ, ENXSDR, and ENXEST. ENXSEQ
unified the VH/NTZ CDRs into the frameworks (FR) of the VHHs by modeling in
NanobodyBuilder2. The VHH/NTZ-04 complexes were generated via molecular docking using
HADDOCK 2.4, and the best complexes were selected based on the DockQ score. Although
ENXSDR better preserved the properties of VHH-IN but had lower specificity for a4, ENXEST
exhibited intermediate conservation and greater VHH/NTZ-04 complex formation. In contrast,
ENXSEQ was the least conservative, but showed intermediate specificity for the antigen. These
results indicate that hybrid VHHs maintain specificity for the a4 subunit, varying according to
the grafting strategy, with ENXSDR being the most promising. However, further optimization

is required to enhance specificity.

Keywords: bioinformatics; nanobodies; natalizumab; neurodegeneration; mimetics.
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1 INTRODUCAO
1.1 Epidemiologia e Fisiopatologia da Esclerose Multipla

A esclerose multipla (EM) ¢ uma doenga globalmente prevalente, com as maiores taxas
de incidéncia na América do norte, Europa ocidental e Australasia, superando 100 casos por
100.000 habitantes. Em contraste, regides proximas a linha do equador apresentam prevaléncias
menores, abaixo de 30 casos por 100.000 habitantes (Haki et al., 2024). No Brasil, o Ministério
da Saude e a Associagao Brasileira de Esclerose Multipla (Abem) indicam uma prevaléncia de
15 casos por 100.000 habitantes, estimando cerca de 40.000 brasileiros vivendo com a EM,
conforme mostrado na figura 1. A doenga ainda ¢ considerada rara. Na forma recorrente-
remitente (RREM), as mulheres sdo quase trés vezes mais afetadas que os homens, com idade
média de inicio aos 30 anos. Na forma progressiva primaria (PPMS), a incidéncia entre homens

e mulheres é semelhante, com inicio médio aos 40 anos.

Figura 1 — Dados Epidemioldgicos da Esclerose Multipla

Distribuigao da Doenga no Brasil

40 mil brasileiros
vivem com EM

Nordeste
Norte
Centro-oeste
Sudeste

Sul

Existe 30 milhées de pessoas
no mundo vivendo com EM

Fonte: Elaborada pelo Autor (2025) com base no relatorio Atlas of MS 3rd Edition — Part 1: Mapping Multiple
Sclerosis Around the World — Key Epidemiology Findings (Multiple Sclerosis International Federation, 2020), esta
representacdo exibe dados epidemioldgicos da EM. No canto inferior direito, destaca-se a prevaléncia global da
doenga. A distribuicdo por género ¢ apresentada no canto superior direito, enquanto a distribui¢do no Brasil é
ilustrada no lado esquerdo, com énfase na prevaléncia nas cinco regides do pais.

Embora a EM continue sendo estudada, a causa exata do ataque imunoldgico a mielina
ainda ndo ¢ totalmente compreendida. Fatores genéticos (30%) e ambientais (70%) segundo
Hecker et al. (2021), preenche papel importante na resposta inflamatoria, o que esta de acordo

com as discussoes de Haki ef al. (2024). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica a

EM como uma doenga autoimune inflamatoria, desmielinizante, neurodegenerativa e
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progressiva, sem cura, sendo a principal causa de incapacidade neurologica ndo traumatica em
adultos jovens.

Os sintomas neuroldgicos agudos, como déficits visuais, sensoriais € motores,
comprometem a qualidade de vida e impdem alto custo social. Conforme Lassmann et al.
(2018), a EM ¢ caracterizada por inflamacdo associada a desmielinizagdo e gliose, levando a
dano neuroaxonal restrito ao sistema nervoso central (SNC). As placas no SNC, presentes em
todas as fases da doenga, causam inflamagao, desmielinizagdo e perda axonal, afetando o
cérebro, medula espinhal e, especialmente, os nervos opticos, tratos, corpo caloso, pedinculos
cerebelares, tronco cerebral e substancia branca periventricular.

A infiltragdo de células imunes autorreativas pela barreira hematoencefalica (BHE)
promove inflamacao e desmielinizagdo. Normalmente, células B e T autorreativas sdo
eliminadas por mecanismos de tolerancia central no timo (células T) e na medula dssea (células
B), sendo controladas por mecanismos periféricos (Ochi, 2021). Entretanto, falhas nesse
processo, associadas a disfuncdo das células T reguladoras e a resisténcia das células T
autorreativas a supressdao, comprometem essa tolerancia, favorecendo a progressao da doenga.

As células B exerce, como revisado por Ward e Goldman (2022), uma agao basilar na
EM, ndo apenas pela producao intratecal excessiva de imunoglobulinas, resultante da expansao
de células secretoras de anticorpos no SNC, mas também por servirem como reservatorios do
virus Epstein-Barr (EBV). Estudos como o de Bjornevik ef al. (2023) ressaltam ainda que a
infeccdo latente pelo EBV em células B pode estimular a ativagdo do sistema imunolégico e
favorecer a progressao da EM. De forma complementar, Aloisi, Giovannoni e Salvetti (2023)
apontam que essa infec¢do intensifica a inflamagao e potencializa o dano neuronal no SNC.

No liquido cefalorraquidiano (LCR) e no parénquima cerebral, predominam células de
memoria CD27+, cuja ativacdo ¢ modulada por fatores genéticos e ambientais, discutido por
Huang; Chen; Zhang (2017) e corroborado por Dighriri et al. (2023). Células T, como Th17,
Thl CD4+ e CD8+, tém influéncia central na EM (Ward; Goldman, 2022). As células T
autorreativas, como ilustrado na figura 2, produzem altas concentracdes de citocinas pro-
inflamatorias; TNF-a, IFN-y, IL-17 e fatores estimuladores de colonias de granuldcitos-
macrofagos, que contribuem para a fisiopatologia da doenca. As citocinas liberadas por células
Th17 aumentam a permeabilidade da BHE, facilitando a infiltracdo linfocitaria no SNC.
Embora menos abundantes que em outros tecidos, os infiltrados inflamatérios no SNC contém
linfécitos T, sobretudo CD8+ restritos ao MHC classe I além de células B e plasmocitos.

O tratamento farmacologico da EM visa reduzir a inflamacdo e a frequéncia dos surtos,

retardando a progressdo da incapacidade. Entre os principais farmacos, destacam-se os
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anticorpos monoclonais anti-CD20 — Ocrelizumabe, Ofatumumabe e Rituximabe (off-label)
— que promovem deplecdo de células B (Vasileiou; Fitzgerald, 2023). O Natalizumabe (NTZ),
um mAb anti-integrina a4, atua de forma distinta: ndo afeta diretamente a imunidade humoral,
0 que preserva a resposta imunoldgica, € inibe a migragao de leucocitos ao SNC, reduzindo

surtos e a progressao funcional da doenga.

Figura 2 — Acdo dos Linfocitos T ¢ B na Fisiopatologia da Esclerose Multipla
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2024) com base em Ward e Goldman (2022), esta representacdo ilustra o papel central
das células B e T na progressdao da EM. Embora essas células sejam fundamentais na resposta imune adaptativa
associada a desmielinizag¢ao axonal, outros tipos celulares como macrofagos, astrocitos, mondcitos, mastocitos e
células NK contribuem ativamente para a inflamagdo, o dano tecidual e a progressdo da doenga, evidenciando a

complexidade da fisiopatologia da EM.
1.2 Familia das Integrinas: Estrutura e Funcio

As integrinas sdo proteinas transmembranas fundamentais para a adesdo celular e a
homeostase em metazoarios. Por meio de rearranjos estruturais, essas moléculas facilitam a
comunica¢do bidirecional através da membrana plasmadtica, viabilizando interacdes célula-
célula, célula-matriz extracelular (MEC) e célula-patogeno, conforme revisado e destacado por
Kanchanawong e Calderwood (2023). Na subclasse Mammalia, essas proteinas sdo formadas
por heterodimeros de subunidades a e 3, unidas por interagdes ndo covalentes entre si.

A subunidade a, com 1120 aminoacidos, possui 18 varia¢des, enquanto a 3, composta
por 940 aminoacidos, apresenta oito variagdes. Juntas, formam o sitio de reconhecimento ao
ligante no topo do heterodimero (Kadry; Calderwood, 2020). Essas subunidades estdo
amplamente distribuidas entre diferentes ordens e familias, incluindo Galliformes,
Testudinidae, Cyprinidae (como Danio rerio) e Bufonidae, além de espécies-modelo como

Caenorhabditis elegans, Xenopus laevis € Drosophila melanogaster (Lowell; Mayadas, 2012).
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Em humanos, foram identificadas 24 combina¢des de subunidades de integrinas,
classificadas conforme suas propriedades de reconhecimento aos ligantes (Pang et al., 2022).
Das 18 subunidades a, nove (al, a2, al0, all, aD, oL, aM, aX, aE) possuem o dominio al,
composto por aproximadamente 200 aminoacidos essenciais para essa interagdo. Esse dominio,
localizado entre as voltas W2 e W3 do S-propeller, abriga o Sitio de Adesao Dependente de
fons Metalicos (MIDAS), que interage com cations divalentes como Mg?*, Ca?* e Mn?*,
conferindo especificidade funcional (Luo; Carman; Springer, 2007).

O p-propeller, também chamado de "cabega", conecta-se ao dominio Thigh, a dois
dominios Calf e, nas integrinas com al, ao proprio dominio al, formando o ectodominio
extracelular da subunidade a. Como ilustrado na figura 3, a superficie dessa subunidade exibe
o S-propeller e o dominio BI, que contém trés a quatro sitios de interacdo para Ca**, situados
entre as voltas W4 e W7. Além disso, as voltas W1 a W4 na superficie superior do f-propeller
frequentemente atuam como alvos para moléculas especificas anti-integrinas.

Ja o ectodominio da subunidade B compreende oito dominios, incluindo o BI, que
interage com o f-propeller das subunidades o sem al (a3, a4, a5, a6, a7, a8, a9, av e allb).
Também abriga os dominios hibrido, PSI, B-cauda e quatro dominios I-EGF. A interagdo entre
BI, S-propeller e MIDAS ¢ fundamental para o reconhecimento ao ligante, operando papel

central na funcionalidade das integrinas (Kadry; Calderwood, 2020).

Figura 3 — fons nas Subunidades a e B das Integrinas

Dominio |

11234 1234 1234 1234 1234 1334 “1234
LWl w2 w3 W4 /W5 W6 W7

* ” *;.: ‘/‘_,,v.‘ 5 &
Humano oM 449 DVDSNGSTD 541 HGTSGSGISPSHSQ

Murino oM 449 DMDADGNTN 540 YGASIASLSASHSH
EF Motivos F13 5 7 9

Fonte: Ilustragdo criada pelo Autor (2024) da integrina a581 (PDB ID: 3VI4), com destaque na sua estrutura 3D
(a direita) e para o dominio S-propeller em vista 2D (2 esquerda; Oxvig e Springer (1998)). A esquerda, observam-
se as sete voltas W tipicas do f-propeller, cada uma composta por quatro fitas p. A direita, a subunidade a ¢
destacada em cinza-claro, contendo quatro ions Ca*"* (em laranja), enquanto a subunidade § (dominio BI) aparece

em azul acinzentado, com um ion Ca?" (azul-claro) e um ion Mg?" (rosa) localizados na regido MIDAS.

Em Mammalia, os heterodimeros de integrinas mais comuns apresentam a subunidade
B1, que se associa a 12 subunidades o distintas. Outras subunidades 3, como 4, B5, 6 ¢ B8,

formam complexos com apenas uma subunidade a. Algumas subunidades o, como 04 e av,
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participam de multiplos heterodimeros, incluindo 04B1, 04B7, avBl, avp3, avps, avp6 e avps.
As integrinas sdo classificadas como visto na figura 4 conforme seus padrdes de contato. As de
adesdo leucocitaria incluem oito membros, como o431, a9B1, aLB2, aMB2, aXB2, aDP2, a4p7
e aEP7. Destas a4B1, a4B7, a9B1 e aEB7 reconhecem o motivo LDV, presente na fibronectina.

As integrinas que contém a subunidade B2, conhecidas como integrinas leucocitarias,
interagem com subunidades a especificas, como oL, aM, aX e aD (Kadry; Calderwood, 2020).
As integrinas que reconhecem colageno incluem alfB1, a2p1, alOB1 e al1B1, por sua afinidade
com o motivo GFOGER (Zeltz; Gullberg, 2016). Ja aquelas que interagem com o motivo RGD
incluem avfB1, avp3 e a5p1, reconhecendo esse motivo na interface dos dominios S-propeller
e BI. A laminina, principal glicoproteina da membrana basal, é reconhecida por integrinas como
alBl, a2B1, a3B1, a6pl, alOB1, a6p4, a7B1 e avB3 (Yurchenco; Kulczyk, 2024). A diversidade
dessas combinagdes segundo Pang et al. (2023), permite que as integrinas regulem adesao,

migragdo e interagdes celulares em diferentes contextos celulares e teciduais.

Figura 4 — Classifiag@o das Integrinas com Base em Receptores
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Fonte: Desenvolvida por Pang et al. (2023) e adaptada pelo Autor (2025), esta representacao classifica e distribui
as familias de integrinas de acordo com seus ligantes. Os receptores de contato ao motivo RGD sdo destacados em
rosa; as integrinas que interagem com receptores especificos de leucocitos, em azul; as que se ligam a laminina
(com a6 como Unico subdominio de interacao a f§), em amarelo; e os ligantes de colageno, em verde.

Além dos receptores que modulam a variabilidade funcional das integrinas, sua
diversidade estrutural também ¢ influenciada por modificag¢des pos-traducionais, como a adi¢ao
de N-glicanos. Essas modificagdes sdo essenciais para a estabilidade das integrinas e sua

interacao com ligantes. Por exemplo, as integrinas a5B1 e a3p1 possuem, respectivamente, 14
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e 12 sitios de N-glicosilagdo, procedendo papéis primordiais na adesdo celular e migragao.
Embora menos estudados, os O-glicanos também contribuem para a adesao, especialmente em
células tumorais.

As inumeras combinagdes entre subunidades conferem as integrinas segundo Pang et
al. (2023), participacdo em diversos processos biologicos, como sobrevivéncia celular,
inflamacdo, imunidade, apoptose, proliferagdo, diferenciacdo, migracdo, infecg¢do, trombose,
angiogénese e neoplasias. Para cumprir esse papel biologico, as integrinas adotam trés estados
conformacionais distintos em condic¢des fisiologicas, tal como exibido na figura 5; o estado
dobrado-fechado, caracterizado por baixa ou nenhuma afinidade pelos ligantes; o estado
estendido-fechado, que exibe uma interacdo fraca; ¢ o estado estendido-aberto, que possui

elevada afinidade por seus alvos.

Figura 5 — Estados Conformacionais das Integrinas e seus fons Metalicos
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Fonte: Representagdo dos estados conformacionais das integrinas e dos ions metalicos. Elaborado por Pang ef al.,
(2023) e adaptado pelo Autor (2024). A subunidade o (azul escuro) e a subunidade p (azul marinho) representam
os dois heterodimeros ligados de forma ndo covalente. Ambas as subunidades contém regides intramembrana,
transmembrana ¢ extramembrana, localizadas abaixo, entre ¢ acima da bicamada lipidica, representada em azul.
(A) Exibe os trés estados conformacionais conhecidos das integrinas. (B) Mostra, a esquerda, as integrinas que
possuem o dominio ol e, a direita, aquelas que ndo contém o dominio al. Também sdo visualizados o ligante em
verde e a localizacdo dos ions metalicos, com cores diferenciadas: vermelho para MIDAS, amarelo para
ADMIDAS e laranja para SyMBS.

As integrinas modulam suas func¢des por meio de dois mecanismos classicos de
sinalizacdo (figura 0): outside-in e inside-out. Na sinalizagdo inside-out, estimulos
intracelulares (como citocinas ou ativacdo de receptores acoplados a proteina G) induzem a
ativacdo de GTPases da familia Ras (K-Ras, H-Ras) e Rho (RhoA, Racl, Cdc42).

Especificamente, Rapl (mediado pelos efetores talina e kindlina) e R-Ras promovem a
fosforilagdo de residuos Ser/Thr no dominio citoplasmatico da subunidade B (B1, B3),
desestabilizando a conformacdo inativa a-f e expondo sitios de interacdo para proteinas da

MEC (fibronectina, laminina) e moléculas de adesao (ICAMs, VCAMs) (Durrant et al., 2017).

Esse processo eleva a afinidade das integrinas por seus ligantes e, associado ao seu agrupamento
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na membrana, aumenta a avidez!, promovendo a reorganizagdo do citoesqueleto de actina via
vinculina e a-actinina, o que favorece a adesdo e migracao celular.

Por outro lado, a sinalizagdo outside-in ¢ desencadeada quando ligantes extracelulares
(como fibrina ou colageno) se ligam as subunidades a das integrinas. Essa interagdo induz uma
mudanca conformacional, separando os dominios transmembrana e expondo o dominio
hibrido na subunidade . Alteracdo na qual recruta e ativa as quinases FAK (fosforilada em
Tyr397) e Src (Tyr416), formando um complexo que fosforila proteinas adaptadoras como
paxilina (Tyr31/118) e p130Cas. Essas, por sua vez, recrutam Crk e DOCK180, ativando as
GTPases Racl e RhoA. O processo culmina na formagao de podossomos (via Arp2/3 e WASP)
e adesdes focais maduras (contendo tensina e zixina), estruturas criticas para ancoragem celular
a MEC, migragdo e diferencia¢do (Shen, Delaney; Du, 2012; Pang et al., 2023).

Figura 6 — Os Estados — inside-out e outside-in — de Ativacao das Integrinas
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Fonte: Ativacdo dos dois tipos de sinalizac¢@o das integrinas. Elaborado por Gao; Sun; Fang (2023), e adaptado por
Autor (2024). (A) Sinalizagdo inside-out: as integrinas, quando ligadas as proteinas da matriz extracelular (MEC),
sao mostradas em estado ativado e agrupado, disparando sinais a jusante, com destaque para a via de sinalizagao
FAK e ativacdo subsequente de Src. B) Representacdo da sinalizag@o outside-in: a imagem mostra a integrina em
estado ativo, com interac@o de talinas a cauda da subunidade B, indicando a mudang¢a conformacional para o estado

aberto e o recrutamento de proteinas como kindlins, associadas a fun¢des como adesdo celular, migracdo e

! Fendmeno fisico-quimico que descreve a forga total de interagdo resultante da interagdo simultdnea de multiplos
sitios entre duas entidades moleculares multivalentes. Representa a soma cooperativa das afinidades individuais,
sendo influenciada pela afinidade intrinseca dos sitios de ligacdo, pela valéncia das moléculas envolvidas (como
no caso da IgM pentamérica) e pelo arranjo espacial dos epitopos ou ligantes. Diferentemente da afinidade que
mede a for¢a de uma Unica interagdo entre um paratopo e um epitopo, a avidez considera o contexto multivalente
e o ganho funcional decorrente das interagdes paralelas.
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remodelacdo da MEC. Elementos destacados: AKT (Proteina quinase B), MEC (Matriz extracelular), FAK (Cinase
de adesdo focal), MAPK (Cinase de proteina ativada por mitégeno), mTOR (Alvo mamifero da rapamicina), PI3K
(Cinase de fosfoinositideo 3), RhoA (Membro da familia do gene homologo RasA).

As integrinas consumam papel precipua em doengas autoimunes, como doenca
inflamatoéria intestinal, artrite reumatoide, lapus eritematoso sist€émico, psoriase e esclerose
multipla (Chastney et al., 2025). Na inflamacao intestinal, a superexpressao da integrina o437
em células T de memoria CD4+ facilita sua interacdo com a Molécula de Adesao as Células
Maduras das Mucosas-1 (MAdCAM-1), em areas inflamadas, enquanto a integrina o4p1,
presente em tecidos linfoides, se liga a Molécula de Adesao Celular Vascular-1 (VCAM-1) no
endotélio, promovendo a migra¢do de células T ativadas para o SNC.

Makker e Hommes (2016) demonstraram que o bloqueio da integrina a4 diminui a
infiltragdo de células T, atenuando inflamacdes intestinais. Enquanto isso, a integrina aEB7,
expressa em células TCD8+, Treg e TH9, liga-se a E-caderina, estabilizando o epitélio intestinal
(Zundler et al., 2019). Na esclerose multipla, 04p7, aEB7 e 04p1 regulam respostas imunes e
influenciam a progressdao da doenga, com a4B1 sendo um alvo terapéutico promissor. Apesar
do envolvimento dessas integrinas em multiplas patologias, poucos antagonistas foram

aprovados (ver Tabela 1)

Tabela 1 — Sucesso Clinico de Inibidores de Integrinas Aprovados

Antagonistas de Integrinas

Nome Quimiotipo Alvo Indicagdo Aprovado
Abciximab Fragmento mAb  Pan-f3 (avp3/allbB3)  Sindrome Coronaria Aguda  Dezembro, 1994
Efalizumabe = mAb humanizado al.32 Psoriase Plaquetaria Outubro, 2003
Eptifibatide Peqyena allbp3 Sindrome Coronaria Aguda Maio, 1998
molécula
Lifitegrast Peqyena alp2 Doenga do Olho Seco Julho, 2016
molécula
Natalizumabe = mAb humanizado Pan-04 (B7/B1) Esclerose Multipla Novembro, 2004
Tirofiban Peqyena allbp3 Sindrome Coronaria Aguda Agosto, 1998
molécula

Colite Ulcerativa e Doenga

Vedolizumabe mADb humanizado adf7 de Crohn

Maio, 2014

Fonte: Elaborado por Slack et al. (2022) e adaptado por Autor (2024).

1.2.1 Integrina a4f1 e Receptores

A proteina transmembrana 04, codificada pelo gene ITGA4, forma o heterodimero a4f1
(VLA-4 ou CD49d(a)/CD29(B)). A figura 7 representa essa estrutura. Expressa em linfocitos,
eosinofilos e monocitos, sua afinidade ¢ modulada por mecanismos inside-out em resposta a
quimiocinas, facilitando adesdo e mobilidade celular. A a4p1 também influencia o

desenvolvimento e a diferenciagdo celular (Ferreira ef al., 2021). A integrina a4p1 interage com
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a molécula de adesio VCAM-1, promovendo a forma¢ao de miotubulos e o alinhamento de
mioblastos secunddrios. Sua expressdo em células epiteliais timicas e células-tronco
hematopoiéticas CD34+ da medula 6ssea estd associada a mobilizagdo celular e inibicdo do
homing’ de progenitores hematopoéticos (Prosper et al., 1998).

Merle et al. (2021), bem como Rutledge e Muller (2022), destacam que a 041
influencia a resposta imune inata, incluindo respostas independentes de anticorpos. No sistema
adaptativo, participa da ativacdo de antigenos por células B e da transmigragdo leucocitaria para
tecidos lesionados via VCAM-1. Esse processo ocorre em etapas coordenadas: captura de
leucdcitos pelo endotélio ativado, rolamento mediado por selectinas (E e P) e glicoproteinas de
superficie, seguido da interagdo de quimiocinas inflamatorias, como CCL2 (MCP-1) e CXCL12
(SDF-1), com receptores especificos nos leucocitos (CCR2 e CXCR4). Isso ativa integrinas
como VLA-4 (04p1) e LFA-1 (aLB2), aumentando sua afinidade por VCAM-1 e ICAM-1
(Molécula de Adesdo Intercelular-1) e promovendo a adesdo firme ao endotélio.

A adesdo firme ¢ essencial para o extravasamento leucocitario, que ocorre por duas vias:
(1) paracelular, através das jungdes endoteliais, mediada por PECAM-1, JAMs, CD99 e ESAM;
(2) transcelular, com o leucécito atravessando diretamente o citoplasma endotelial, facilitado
por Rho GTPases e caveolinas. No espago extravascular, leucocitos migram ao tecido lesionado
guiados por gradientes de quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCL12), interagindo com fibronectina
e Metaloproteinases de Matriz (MMPs), que remodelam o ambiente tecidual. No foco
inflamatorio, desempenham func¢des como fagocitose, liberagao de citocinas e reparo tecidual.

A 04P1 participa da adesdo endotelial de alta afinidade e do rolamento de baixa
afinidade, devido a estrutura da subunidade a4 (Calf2, Calfl, Thigh, B-propeller e dominio al).
A auséncia do dominio al ¢ compensada pelo dominio BI da subunidade B, que, junto ao f-
propeller, forma o sitio de reconhecimento ao ligante. O segmento CS-1 da fibronectina,
contendo o motivo LDV, ¢ essencial para essa interacdo. A VLA-4 se liga ao VCAM-1 por
dominios Ig, incluindo o motivo IDS. Membros da Superfamilia das Imunoglobulinas (IgSF),
como JAM-B (JAM-2) e JAM-C (JAM-3), regulam a interacao leucdcito-endotélio e a adesdo
celular, embora sua associagdo direta com a VLA-4 ainda ndo esteja totalmente esclarecida
(Kummer; Ebnet, 2018). Os principais ligantes da a4p1 sdo a fibronectina e a VCAM-1, cuja

expressao ¢ regulada pelo Fator Nuclear Kappa B (NF-«xB) em resposta a estimulos pro-

2 Processo de migragio seletiva dos leucdcitos e outras células imunes para tecidos especificos, incluindo locais
de infecgdo ou lesdo, garantindo a vigilancia e a resposta imune. Pode ser do tipo constitutivo, como no trafego de
linfocitos virgens para linfonodos via vénulas de endotélio alto (HEVs), ou do tipo induzido, em resposta a
inflamagdes e infec¢des. Esse mecanismo direciona linfécitos T e B ativados aos locais de infec¢ao, favorecendo
a eliminagdo do patogeno.
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inflamatorios. Outros ligantes, como osteopontina e possivelmente JAM-B, também interagem

com a4f1, mas as evidéncias sobre a emilina permanecem limitadas (Tissino et al., 2024).

Figura 7 — A integrina a4f1e as Suas Subunidades a e
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Fonte: Modelo gerado pelo AlphaFold, conforme descrito por Tvaroska, Kozmon e Kéna (2023). Na imagem
A, observa-se a integrina a4 1 em um de seus estados conformacionais, conhecido como dobrado-fechado. Na
imagem B, o heterodimero a4fB1 encontra-se em seu estado estendido-fechado. Por fim, nas imagens C e D,
sdo apresentadas separadamente as subunidades que compdem a integrina: a subunidade a (imagem C) e a
subunidade B (imagem D).

A interagdo a4B1/VCAM-1 é regulada por Rap-1, talina e paxilina. Rap-1, uma GTPase,
ativa integrinas via sinalizacdo inside-out em resposta ao TCR e CD31, estabilizando a
interacdo com a cauda citoplasmatica da integrina. A subunidade 04 interage com a paxilina de
maneira dependente de fosforilacdo, regulando a migragdo linfocitaria. A fosforilagdo da
Ser988 por PKA inibe essa interacao, promovendo adesdao dindmica essencial para a motilidade
celular e o direcionamento de linfécitos T para tecidos inflamados, como o SNC na esclerose
multipla (Gilon ef al, 2021). A integrina 041 estd envolvida em doengas autoimunes e
inflamagdes cronicas, como esclerose multipla, doenca de Crohn, asma, acidente vascular
cerebral (AVC) e artrite reumatoide, sendo um alvo terapéutico promissor. Estratégias incluem
anticorpos bloqueadores e moléculas miméticas para modular sua atividade. Na esclerose
multipla, a VLA-4 facilita a migracdo de células T CD4+ (Thl e Th17) através da barreira

hematoencefalica, exacerbando a inflamac¢do no SNC.
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1.3 Natalizumabe como Antagonista de a4p1

Os anticorpos contra a subunidade 04 da integrina foram classificados por Pulido ef al.
(1991) com base em seu efeito funcional e na competi¢ao cruzada em epitopos A, B e C. Os
anticorpos do epitopo B bloqueiam a interagdo ao VCAM-1 e a fibronectina, enquanto os do
epitopo A inibem parcialmente apenas a interacdo com a fibronectina. Em contraste, os
anticorpos do epitopo C ndo apresentam efeito inibitdrio significativo.

Em 2004, o primeiro antagonista direcionado ao epitopo B da subunidade a4 das
integrinas a4p1 e a4B7 foi aprovado para uso clinico nos Estados Unidos e na Europa, destinado
ao tratamento da esclerose multipla recorrente-remitente (EMRR). No Brasil, o NTZ esta
disponivel tanto pelo Sistema Unico de Satde (SUS) quanto na rede privada de saude. Este, foi
o primeiro biofarmaco desenvolvido notadamente para tratar a EM, sendo indicado para casos
graves, de rapida progressao ou refratdrios a outros tratamentos. Sua atuacdo reduz a atividade
inflamatoria, minimizando surtos e incapacidades associadas a doenga.

O NTZ (Tysabri®, Biogen) ¢ um anticorpo monoclonal humanizado do tipo IgG4, que
ndo ativa o complemento. Ele bloqueia a migragdo de células imunoldgicas para o SNC por
meio de um mecanismo de antagonismo ndo competitivo, ligando-se seletivamente a
subunidade a4 das integrinas 04P1 e a4fB7, presentes na superficie segundo Morrow et al.
(2022), de linfocitos T, B, mondcitos e eosinofilos, exceto neutrofilos.

O sitio de interacdo do VCAM-1 na integrina 04p1, localiza-se na interface entre os
dominios S-propeller e Bl. A chamada "face de ligacdo" corresponde a regido do fS-propeller
conectada ao dominio BI, composta pelas folhas f4-p1 e B2-B3. J& a "face oposta", onde o NTZ
se liga, ¢ formada pelas folhas B1-B2 e B3-B4. A "pegada" do Natalizumabe cobre parte da face
3-P4, mas ndo se estende a regido conectada ao dominio BI, mantendo uma distancia de 15 a
20 A (Yu; Schiirpf; Springer, 2013).

O epitopo de interacdo do NTZ inclui as folhas 4-B1 anteriores a regido W3, a folha B4
da W2 e as folhas $3-p4 das regidoes W3 e W4. Sua area de contato se estende as extremidades
das folhas B3-p4 de W3 e W4 na “face de ligacao” de cations divalentes, mas abrange apenas
as por¢des mais distantes das folhas f4-B1 de W3 na “face de ligacao” do ligante (Yu; Schiirpf;
Springer, 2013). Ao se ligar as voltas W2, W3 e W4 do S-propeller da integrina, o NTZ bloqueia
a interacdo da a4B1 com seu receptor cognato, o VCAM-1, presente na superficie do endotélio
vascular. Além disso, impede a interacdo a outros ligantes, como fibronectina e osteopontina
(Leodori et al., 2024). Embora o dominio DI do VCAM-1 ndo colida com o Fab do

Natalizumabe como mostrado na figura 8, o0 dominio D2 pode colidir em algumas orientacdes,
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reduzindo a afinidade entre a4fl e VCAM-1. Dessa forma, o Natalizumabe restringe as

conformacdes disponiveis para a interagdo, contribuindo para sua eficécia clinica.

Figura 8 — Modelo de Interagdo de VCAM-1 ao Complexo Fab/a4f1
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Fonte: O modelo do complexo ternario entre 0 NTZ, 04p1 e VCAM, desenvolvido por Yu, Schiirpf e Springer
(2013), apresenta as superficies acessiveis ao solvente dos dominios 04 fS-propeller (em bege), Bl (em lilas claro)
e Fab (em cinza). Na representagdo 3D (A), observa-se a intera¢do entre as trés proteinas; Fab, VCAM e 041,
com destaque para variagdes nas orientagdes dos dominios D1-D2 da VCAM, conforme descritas nas estruturas
cristalinas de VCAM DID2 por Yu et al. (2012), representadas em formato de fita. Ja na ilustragdo 2D (B),

evidenciam-se as limita¢des conformacionais da VCAM impostas pela interagdo do NTZ com o S-propeller.

O NTZ demonstra eficicia na reducdo da frequéncia de exacerbagdes clinicas, da
migracao de leucocitos para o SNC e do numero e volume de lesdes cerebrais ativas, além de
retardar a progressao da deficiéncia fisica (Chataway; Miller, 2013). Sua aprovagao foi baseada
em estudos clinicos de fase I1I, que evidenciaram diminui¢do na taxa anualizada de recaidas,
no risco de progressdo da incapacidade ao longo de dois anos e na formacdo de novas lesdes
detectadas por ressonancia magnética (Chappell et al., 2024).

Além disso, o tratamento melhora a integridade tecidual, conforme demonstrado por
imagens de tensor de difusdo, e reduz a perda de volume cerebral, reforgando sua eficacia na
EMRR. Pacientes tratados apresentam segundo Lereim et al. (2024), menor incidéncia de lesdes
realcadas por gadolinio e hipointensas em T1, enquanto estudos controlados por placebo
confirmam que o biofarmaco suprime a formacao de novas lesdes (Nakamura et al., 2024).

Em pacientes ndo tratados, o LCR frequentemente exibe niveis elevados de linfocitos e
bandas oligoclonais (BOCs) de IgG e IgM, marcadores relacionados a degeneragdo axonal e a

maior atividade da doenga (Kuhle et al., 2015). Dado a baixa quantidade de células T ¢ B no
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LCR, o indice de IgG e a razdo CD4+/CD8+ ¢ diminuida, além de suprimir a resposta
inflamatéria. H4 uma reducdo acentuada no nimero de células T auxiliares (CD4+), células T
citotoxicas (CD8+), células B (CD19+) e células plasmaticas (CD138+), bem como nos niveis
de quimiocinas inflamatoérias (CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL13, CCL2) e interleucinas
pro-inflamatoérias (IL-1B, IL-6 e IL-8). Esses efeitos, discutidos por Warnke et al. (2015)
tornam-se evidentes apos um ano de tratamento, situagdo constatada por Liampas et al. (2024).

O mecanismo de acdo do Natalizumabe envolve o bloqueio da integrina o4p1,
impedindo sua interacao com proteinas como VCAM-1, osteopontina e fibronectina, que estdo
superexpressas em lesdes da EM. Isso reduz a infiltragdo leucocitaria e a inflamagao intratecal,
além de promover como mencionam Sellebjerg et al. (2016), o reparo endogeno, preservagao
tecidual e melhora do metabolismo axonal. Apesar de sua eficdcia, o uso prolongado ou a
exposicdo prévia a terapias imunossupressoras aumentam o risco de reativacdo do virus John
Cunningham (JC), presente em 50-70% da populacdo, e do desenvolvimento da
Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LMP).

Esse risco decorre da saturacdo da integrina a4 e das altas concentracdes séricas do
medicamento, comprometendo a vigilancia imunoloégica no SNC e favorecendo a persisténcia
viral, além de aumentar a suscetibilidade a outras infecgdes oportunistas (Muralidharan et al.,
2017). Além da LMP, o Natalizumabe pode causar efeitos adversos, incluindo faringite,
sangramento, trombocitopenia, infec¢des urinarias, urticaria, cefaleia, tontura, nausea, artralgia,

febre e rigidez (Serra Lopez-Matencio ef al., 2021).
1.4 Visao Geral dos Anticorpos e Aplicacoes Terapéuticas

Os linfécitos B sdo fundamentais para a resposta humoral adaptativa no subfilo dos
vertebratas, diferenciando-se em plasmocitos, células B efetoras e células de memoria quando
ativados por antigenos reconhecidos pelos BCRs. Essa ativac¢do estimula a produgao e liberagao
de anticorpos na corrente sanguinea (Malone et al, 2023). Os anticorpos, membros da
superfamilia das imunoglobulinas, existem como moléculas livres ou associados & membrana
dos linfécitos B. Como revisado por Daéron (2024), eles operam fungdes ndo apenas, mas
incluindo, a neutralizacdo de microrganismos, ativacdo do complemento, opsonizacao,
citotoxicidade mediada por células e ativagcdo de mastdcitos em resposta a parasitas.

Esses anticorpos dispdem uma estrutura semelhante a letra “Y” do alfabeto romano,
composta por duas cadeias pesadas (IgH) e duas cadeias leves (IglL), codificadas pelos genes
localizados nos cromossomos 14, 2 (k, Kappa) e 22 (A, Lambda), respectivamente. As cadeias

pesadas contém um dominio variavel (VH) e trés constantes (CH1, CH2 e CH3), enquanto as
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leves retratam um dominio varidvel (VL) e um constante (CL). As regides Fab (observadas na
figura 9), responsaveis por conter os dominios de contato ao antigeno, sdo formadas pela
combinagdo dos dominios VH/VL e CH1/CL. (Mikocziova; Greiff; Sollid, 2021)

As ligacdes dissulfeto garantem a estrutura e integridade dos heterodimeros. Ja os
dominios VH e VL formam compartimentos distintos, cada um contendo trés regides altamente
variaveis, chamados Regides Determinante de Complementaridade (CDRs). O paratopo, que
concentra cerca de 80% dos residuos criticos para a interagdo com o antigeno, ¢ formado por
essas CDRs. Embora CDR1, CDR2 e CDR3 contribuam de maneira diferente para o
reconhecimento antigénico. No entanto, cerca de 20% de acordo com Sela-Culang, Kunik e
Ofran (2013), os residuos de interacdo estdo em regides fora das CDRs. A versatilidade dos
anticorpos no reconhecimento de antigenos decorre da evolugdo de suas CDRs ao longo de
milhdes de anos, permitindo a identificag¢do eficaz de diversas superficies antigénicas (Oreste;
Ametrano; Coscia, 2021). Essa diversidade € possivel gragas a recombinagao somatica aleatéria

nas regides hipervariaveis, formando paratopos unicos que interagem com epitopos especificos.

Figura 9 — Regides Estruturais Constituintes dos Anticorpos
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Fonte: A representagdo tridimensional (3D) e bidimensional (2D) de uma imunoglobulina G (IgG) foram
elaboradas pelo autor (2024). A esquerda, a estrutura 3D da IgG (PDB ID: 1IGT) ¢ exibida em formato de
superficie, gerada no PyMOL, com os dominios CH e VH destacados em azul, e os dominios VL e CL em verde
claro. A direita, a ilustragdo 2D evidencia as principais regides estruturais da IgG.

Durante o desenvolvimento dos linfocitos B, ocorre a recombinagdo V(D)J, onde a
regido variavel (V) das cadeias pesadas (IgH) ¢ codificada pelos genes V, D e J, enquanto nas
cadeias leves (IgL), apenas pelos genes V e J. As regides constantes (C) das cinco isoformas de
anticorpos vistas na figura 10 — IgM, IgD, IgG, IgE e IgA — sdo codificadas por diferentes exons
como discutem Chi Li e Qiu (2020). O processo inicia-se com quebras de fita dupla (DSB)



30

catalisadas pelas recombinases RAG1 e RAG2 em sequéncias de sinal de recombinagdo (RSS).
Genes orfaos de Ig, em outros cromossomos, podem contribuir para a formagao de BCRs.

Os receptores FcRs, presentes em células imunes, reconhecem algumas classes de
anticorpos de forma especifica: os FcyRs interagem com a IgG, o FcaR com a IgA, o FceR com
a IgE e o FcpR com a IgM. Além disso, hd indicios da existéncia de um receptor para IgD,
denominado FcdR, ainda pouco explorado (Gogesch et al., 2021). As cadeias pesadas das
imunoglobulinas IgA, IgD e IgG possuem trés dominios constantes, enquanto as de IgE e IgM
apresentam quatro. Notadamente, tanto a IgA quanto a IgM apresentam a capacidade de formar

estruturas multiméricas, sendo a IgA predominantemente dimérica e a [gM, pentamérica.

Figura 10 — Isoformas e Subisoformas dos Anticorpos de Homo sapiens
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Fonte: Representagdo 2D da distribuicao dos anticorpos humanos, elaborada pelo Autor (2024). A figura destaca
que apenas as isoformas IgA e IgM formam multimeros, sendo a IgA preeminentemente dimérica e a IgM
pentamérica. Também sdo evidenciadas as duas subisoformas de IgA, as quatro de IgG, além das IgD e IgE, que
possuem quatro dominios CH, assim como a IgM, em contraste com os demais anticorpos, que apresentam trés.
A eficécia dos anticorpos decorre conforme mencionam Kandari e Bhatnagar (2023), de
sua capacidade de interacdo aos antigenos e de integragdo biologica, sendo essencial para
aplicagdes diagndsticas, académicas e terapéuticas. No contexto terapéutico, a IgG ¢ a isoforma
mais utilizada devido a sua longa meia-vida, que varia entre 21 e 28 dias dependendo do
subtipo, e sua capacidade Unica de atravessar a barreira placentdria, sendo que os subtipos IgG1
e [gG4 apresentam maior eficiéncia nesse processo. Fora que, a IgG interage com receptores

FcyR em células imunes, como células NK, neutrofilos e mondcitos, mediando, como
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mencionam De Taeye, Rispens e Vidarsson (2019), fung¢des essenciais como citotoxicidade
celular dependente de anticorpos (ADCC), fagocitose celular dependente de anticorpos (ADCP)
e citotoxicidade dependente do complemento (CDC). Kandari e Bhatnagar (2023), em sua
revisdao, mencionam que a IgG possui quatro subtipos (IgG1-IgG4), cada um com caracteristicas
funcionais distintas, enquanto a IgA, menos explorada, apresenta dois subtipos (IgA1l e IgA?2).

A producao de mAbs, desenvolvida por Kohler e Milstein (1975), combina linfécitos B
de murinos imunizados com células de mieloma, originando hibridomas capazes de gerar
anticorpos em larga escala, com alta especificidade e sensibilidade. Entretanto, a
imunogenicidade dos mAbs ndao humanos motivou estratégias para humanizd-los sem
comprometer sua funcionalidade (Figura 11). O Muromonab-CD3 (OKT3), primeiro mAb
aprovado, exemplifica esse desafio: seu carater murino induzia forte resposta imunogénica, com
producdo de anticorpos anti-murinos (HAMA), o que limitava seu uso prolongado (Sgro, 1995).

Para mitigar a imunogenicidade associada aos Ab murinos, foram desenvolvidos
anticorpos quiméricos, como Abciximabe, Infliximabe e Rituximabe, nos quais os dominios
CH foram substituidos por sequéncias humanas, mantendo-se os dominios VH/VL murinos.
Levando a redugado da resposta HAMA em 50% a 75%. No entanto, as regides varidveis murinas
ainda podem induzir imunogenicidade residual, com a formacao de anticorpos anti-quiméricos
(HACA) em até 30% dos pacientes conforme mencionado por Hwang e Foote (2005).

Para reduzir a resposta imunologica a anticorpos murinos, foram desenvolvidos
anticorpos humanizados, como Daclizumabe, Trastuzumabe e Pembrolizumabe. Nesses
anticorpos, os dominios CH e os FR das regides varidveis foram substituidos por sequéncias
humanas, preservando-se as CDRs murinas. Embora essa abordagem reduza substancialmente
a resposta imune, pode comprometer a afinidade, e em até 9% dos casos, induzir a producao de

anticorpos anti-humano (HAHA) (Hwang; Foote, 2005; Mirick, 2004).

Figura 11 — Faixa de Imunogenicidade dos Anticorpos
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Fonte: Ilustracdo elaborada pelo autor (2024), com base nas discussdes de Mosch e Guchelaar (2022), representa
a relacdo entre a imunogenicidade dos mAbs ¢ sua identidade com a sequéncia humana. O processo de
humanizag¢ao, que substitui segmentos ndo humanos, ¢ ilustrado com anticorpos murinos em cinza ¢ humanos em
turquesa vibrante. A escala de imunogenicidade, em tons de verde, mostra que anticorpos murinos tém 0% de
identidade humana, quiméricos 65%, humanizados acima de 90% ¢ totalmente humanos, 100%, refletindo uma
reducdo progressiva na imunogenicidade.

Por fim, os anticorpos totalmente humanos, como Adalimumabe, Panitumumabe e
Ofatumumabe, foram gerados por exibi¢do em fagos, reduzindo ainda mais a imunogenicidade.
No entanto, respostas anti-idiotipo, ou seja, anticorpos direcionados contra a regido variavel de
outro anticorpo, ainda podem ocorrer (Kohler; Pashov; Kieber-Emmons, 2019). Ainda assim,
esses biofarmacos expdem alta seletividade, precisdo em alvos especificos e maior tolerancia
em compara¢do a pequenas moléculas terap€uticas (Castelli; Mcgonigle; Hornby, 2019).

Apesar dos avancos na tecnologia de hibridoma e na reducdo da imunogenicidade, os
mAbs ainda enfrentam desafios. Embora suas propriedades; como alta especificidade,
seguranga ajustavel e mecanismos de acdo diversificados, os destaquem em relagdo a outras
terapias, além de sua ampla aplicabilidade em oncologia, infec¢des, neurologia, disturbios
metabolicos e imunoldgicos, persistem obstidculos. Inovagdes em construgcdes como
conjugados, biespecificos e terandsticas ndo eliminam completamente questdes como a
depuracao glomerular lenta, que prolonga sua permanéncia no organismo € pode estimular a
producdo de anticorpos anti-farmacos (ADA), levando a efeitos adversos.

Outras limita¢des incluem dificuldades em terapias de longo prazo, penetracao tecidual
limitada, barreiras fisiologicas, acimulo em 6rgios ndo-alvo, downregulation® de antigenos-
alvo, toxicidade off-target” e processos complexos de fabricagio. Diante disso, a engenharia de
anticorpos in silico busca otimizar essas macromoléculas biofarmacéuticas, aprimorando
afinidade, estabilidade e especificidade, além de minimizar a imunogenicidade para expandir
suas aplicagdes terapéuticas, diagnosticas e em imagem.

Como destacado por Kandari e Bhatnagar (2023), a reducdo da massa molecular dos

mAbs melhora a penetragado tecidual e acelera sua depuragdo, reduzindo a meia-vida. Essa a¢ao

3 Processo regulatorio no qual a expressdo ou disponibilidade superficial de um antigeno € reduzida em resposta a
estimulos externos, como a interagdo prolongada de mAbs ou ligantes bioldgicos. Esse fenomeno ocorre
preeminentemente por trés mecanismos inter-relacionados: (1) internalizacao mediada por receptor, seguida de
degradagao lisossomal ou reciclagem alterada; (2) supressao transcricional, via modulagdo de vias de sinalizacao
(ex.: feedback negativo de MAPK/ERK ou PI3K/AKT); e (3) redistribuicdo subcelular, com sequestro do
antigeno em compartimentos intracelulares.

4 E a ocorréncia de efeitos adversos decorrentes da interagdo ndo intencional de uma molécula terapéutica com
alvos distintos do seu alvo especifico, comprometendo vias fisiologicas e causando danos colaterais aos tecidos.
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impulsionou o uso de fragmentos de anticorpos (Figura 12), que mantém a especificidade
antigénica e sdo aplicados em terapias direcionadas, diagnodstico molecular e modulagao
imunologica. Atualmente, mAbs, anticorpos biespecificos (BsAbs), fragmentos (VHH, scFv) e
conjugados (ADCs) configuram ferramentas terap€uticas chave no tratamento de cancer,
doengas autoimunes, infecciosas e inflamatorias (Lu ef al., 2020; Sharma et al., 2023).
Paralelamente, a maturagdo de afinidade in silico evoluiu consideravelmente,
integrando: (1) analise estrutural e sequencial de anticorpos, (2) algoritmos de inteligéncia
artificial aprimorados e (3) maior poder computacional. Técnicas como modelagem por
homologia, dindmica molecular, docking, engenharia de sitios criticos e analise de interfaces

tém sido refinadas para o progresso de fragmentos personalizados segundo Li et al. (2023).

Figura 12 — Variedade de Fragmentos de Anticorpos Engenheirados

v 4 GVl

N scFv sckv N F Diacorpo Triacorpo Minicorpo Anticorpos de
anocorpo Biespecifico anocorpo-sckv Cadeia Pesada
{~15 kDa) (~25 kDa) (~55 kDa) (~40 kDa) (~50 kDa) (~75 kDa) (~75 kDa) (~95 kDa)
Fab scFab F(ab)2 Biespecifico F(ab)2 Triespecifico F{ab)2 Fc scFV-Fc Fusdo-Fc
(~s5kDa)  (~55 kDa) (~110 kDa) (~110 kDa) (~165 kDa) (*50kDa)  (~105 kDa)

Fonte: Adaptada pelo Autor (2025) com base em RapidNovor (2022) — The Hunt for Novel Therapeutics Through
Antibody Engineering —, esta representacdo destaca fragmentos de anticorpos guiados por engenharia proteica,

evidenciando sua versatilidade e o desenvolvimento por meio de técnicas avangadas de manipulagdo molecular.

1.5 Anticorpos de Cadeia Pesada e Dominio Unico (VHH)

Além dos anticorpos classicos presente no subfilo vertebrata, um grupo distinto foi
identificado no sistema imune de espécies da infraordem Tylopoda (familia Camelidae),
incluindo Camelus dromedarius, Camelus bactrianus, Camelus ferus, Lama glama, Vicugna
pacos, Lama guanicoe e Lama vicugna. Esses anticorpos, descritos pela primeira vez por
Hamers-Casterman na década de 1990, se destacam por nao possuirem os dominios CH1, CL
e VL. Apesar dessa auséncia, como revisado por Vishwakarma et al. (2022), esses anticorpos
mantém alta especificidade e capacidade de neutralizagdo antigénica, funcionando de maneira
analoga aos dominios VH/VL classicos. As variantes [gG2 e IgG3 encontradas em camelideos

sao conhecidas como Anticorpos de Cadeia Pesada (HCADs).
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Estruturas funcionalmente similares, descritas por Nguyen ef al. (2002), surgiram
independentemente por convergéncia evolutiva. Anticorpos com caracteristicas equivalentes
ndo se restringem ao grupo dos Tylopodas, ja que também sdo encontrados na subclasse
Elasmobranchii e outros peixes cartilaginosos, como Ginglymostoma cirratum, Orectolobus
maculatus, Squalus acanthias ¢ Mustelus canis. Nesses organismos, o anticorpo descrito por
Greenberg et al. (1995), ¢ nomeado de Imunoglobulina de Novo Receptor Antigénico (IgNAR),
ao qual possui 0 VNAR (Dominio Variavel do Novo Receptor Antigénico) como tnico dominio
de interacao antigénica. Para mais detalhes sobre esse dominio, consulte Juma ef al. (2021) e
Khalid et al. (2022).

Os HCADs dispdem cerca de 90 kDa, aproximadamente metade da massa dos anticorpos
convencionais, que estd entorno de 150 kDa. Seu dominio varidvel tinico (VHH ou nanocorpo)
¢ altamente compacto, com dimensdes de 2,5 X 4,0 nm e massa entorno de 15 kDa. Como visto
na figura 13, a estrutura dos HCAbs inclui dois dominios constantes (CH2 ¢ CH3), conectados
por uma dobradica flexivel. Diferente dos anticorpos classicos, que requerem dois dominios
para intera¢do antigénica, os HCAbs atingem alta afinidade (nano/picomolar) utilizando um
unico dominio monomérico (VHH). Embora naturalmente sem Fc, podem ser projetados para
fusdo com essas regides, ampliando suas respostas efetoras (Muyldermans, 2021).

Estruturalmente, os VHHs conservam um arranjo "sanduiche" de nove fitas
organizadas em duas folhas 3 antiparalelas; uma com quatro fitas e outra com cinco, formando
o esqueleto estrutural do framework’ (FR). Essas fitas B sdo interligadas também por as trés
regides responsaveis pelo reconhecimento antigénico (CDRs). Segundo Tang, Gao e Han
(2023), a CDRI1 conecta as fitas B e C, a CDR2 liga C’ ¢ C’’, e a CDR3 une F e G. Ja as fitas
A, D e E compdem a estrutura de suporte, contribuindo para a estabilidade global do dominio.

Os dominios VHHs, denotam um arranjo unico de regides hipervariaveis (CDRs) que
confere especificidade antigénica mesmo na auséncia da cadeia leve. Enquanto as CDRs HI1,
H2 e H3 sdo suficientes para a maioria das interacdes, a ocasional presenca da CDR4 (H4) —
ainda pouco caracterizada — expande o repertorio de reconhecimento molecular (Muyldermans,
2021). Dentre essas regides, a CDR3 emerge como a mais critica: sua extensao variavel (5-30
residuos) e plasticidade conformacional como descritos por Hassanzadeh-Ghassabeh et al.

(2013), torna a CDR3 responsavel por contribuir com 60-80% da interface de contato ao

5 Refere-se as regides conservadas dos dominios varidveis VH ¢ VL dos anticorpos, que funcionam como
arcabougo estrutural para as regides hipervariaveis. Compostos por quatro segmentos (FR1 a FR4), eles intercalam
e delimitam as trés CDRs de cada dominio. Os FRs asseguram a estabilidade estrutural, o enovelamento adequado
e a orientacdo espacial correta das CDRs. Embora as CDRs predominem na intera¢ao antigeno-anticorpo, alguns
residuos dos FRs também podem participar diretamente do contato com o antigeno.
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antigeno. Essa caracteristica ¢ particularmente vantajosa para atingir epitopos concavos ou
sitios enzimaticos inacessiveis a anticorpos convencionais, gragas a sua topologia convexa
(Arbabi-Ghahroudi, 2017; Vishwakarma et al.,, 2022). A compactacao estrutural dos VHHs,
associada ao seu reduzido didmetro hidrodindmico, viabiliza uma penetragao tecidual superior
e uma depuracdo renal acelerada (Erreni et al., 2020). Esses atributos sdo explorados em
conjugados anticorpo-farmaco (ADCs) e imageamento tumoral, onde a répida distribuigdo e a

minimiza¢do de acimulo sistémico sao essenciais na restri¢ao de efeitos adversos.

Figura 13 — Anticorpos Humanos, Camelideos e Elasmobranquios, com Enfase no Dominio VHH

N — FR1 -- FR2 %m- FR3 = CDRH3 = FR4 =—C
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]
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— ()

Regiao CDR3
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Fonte: A representacdo desenvolvida por Chen et al. (2023) e adaptada por Autor (2025) compara estruturalmente
os anticorpos IgG humanos (A), o IgNAR de elasmobranquios (B) e os HCAbs de camelideos (C), destacando em
azul claro o dominio variavel da cadeia pesada (VH) e em roxo claro o da cadeia leve (VL), enquanto as regides
constantes (CH e CL) aparecem em tons escuros correspondentes. Embora tanto o VHH (de camelideos) quanto o
VNAR (do IgNAR) sejam derivados de cadeias pesadas, o VNAR exibe maior similaridade estrutural com o

dominio VL humano, enquanto o VHH mantém a arquitetura de um VH modificado. A estrutura 3D do VHH (PDB
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ID 4IDL, em D) revela sua compactacdo, com as CDRs formando o sitio de reconhecimento antigénico, enquanto
as ligacdes dissulfeto (E) incluem a ligagdo candnica entre FR1 (Cys22) e FR3 (Cys92, numeragdo IMGT) —
comum a todos os VHHs — e ligagdes ndo candnicas, como as entre CDR3 e FR2 em camelideos (ex.: Cys54-
Cys78) ou entre CDR1 ¢ CDR2 no IgNAR, adapta¢des que conferem estabilidade tnica a cada classe. O FR exibe
duas folhas B antiparalelas (quatro e cinco fitas, respectivamente), sustentando as al¢as das CDRs, com a folha
menor contendo as fitas BA, BB, BD e BE (convencdo IMGT) e a maior incluindo as regides hipervariaveis CDR1
e CDR2, uma organizagdo conservada que garante integridade estrutural mesmo na auséncia da cadeia leve.

A estabilidade intrinseca dessas biomoléculas — que resistem a temperaturas extremas (-
20°C a 90°C), variagdes de pH e protedlise (Dolk et al., 2005) — decorre de um equilibrio entre
fatores estruturais: (i) a substitui¢do de residuos hidrofébicos no FR2 (Val37, Gly44, Leu45,
Trp47) por andlogos mais hidrofilicos (Tyr/Phe37, Glud4, Arg45), que previnem agregacao
(Muyldermans, 2021); (ii) a ligacao dissulfeto canonica (Cys23-Cys94, numeragao Kabat) entre
FR1 e FR3; e (iii) ligacdes dissulfeto adicionais, como a Cys54-Cys78 em alguns VHHs, que
conferem rigidez entropicamente favoravel (Harmsen et al., 2007).

A auséncia da cadeia leve ¢ compensada pela diversidade estrutural, especialmente pelas
CDRs alongadas (H3), que proporcionam uma superficie de contato de 600-800 A para um
reconhecimento eficiente (De Meyer; Muyldermans; Depicker, 2014). Fora que, os FRs
também tém papéis essenciais: FR1 assegura a correta dobra do dominio, FR2 (com residuos
hidrofilicos) evita agregacdo e melhora solubilidade, ¢ FR3 pode conter ligacdes dissulfeto
adicionais (como Cys54-Cys78 em alguns VHH), aumentando estabilidade térmica e
resisténcia proteolitica. J& o FR4 mantém a integridade do C-terminal.

Além da sua marcante estabilidade, os VHHs, conforme revisado por Kunz et al. (2023),
atestam expressao eficiente em sistemas bacterianos e modularidade para engenharia in silico.
A capacidade de transpor a BHE amplia sua aptidao no tratamento de doencas neurologicas,
enquanto a facilidade de conjugagdo a radioisotopos ou toxinas os torna ferramentas versateis
em diagndstico e terapia. Apesar de sua origem ndo humana, possuem baixa imunogenicidade
resultante da homologia com a familia III de genes VH humanos, o que reduz o reconhecimento
pelo sistema imunoldgico.

Outros fatores também contribuem para essa caracteristica como: (i) a auséncia da
cadeia leve (VL), eliminando epitopos adicionais; (ii) a presenca de residuos hidrofilicos no
FR2, que minimizam a exposi¢do de epitopos imunogénicos; (iii) sua estrutura compacta e
estavel, que reduz a area imunogénica e a tendéncia a agregacao; (iv) a auséncia da regido Fc,
impedindo interagdes com receptores de células imunes; (v) a menor propensao a glicosilagao,
reduzindo a formacao de novos epitopos; e (vi) a baixa interacdo com componentes do sistema

imunoldgico, evitando a ativagao da resposta imune.
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Com base nessas propriedades, os VHHs estdo entre os scaffolds® mais utilizados no
cenario biomédico, especialmente na engenharia de miméticos terapéuticos. Esses fragmentos
de anticorpos, descritos como "balas magicas" por Mir et al. (2020), sdo ideais para o tratamento
de doengas infecciosas, inflamatorias, autoimunes, neuroldgicas e neoplasicas. Além disso, sdo
estudados também como antitoxinas, antivenenos, agentes antipeconha, engenheirados como
imunotoxinas e com aplica¢gdes bem-sucedidas nos campos de imagens e diagnosticos.

Nos ultimos anos, avangos terapéuticos levaram a aprovagao de nanocorpos como o
Caplacizumabe (Cablivi®), um VHH bivalente humanizado contra o fator de von Willebrand,
indicado para purpura trombocitopénica tromboética adquirida (aTTP) (Duggan, 2018).
Aprovado pela EMA (2018), foi seguido pelo Ozoralizumabe (Nanozora®), aprovado em
(2022), ¢ um VHH trivalente anti-TNF-a para doencas autoimunes (Chekol Abebe et al., 2022).
O Ciltacabtagene autoleucel “cilta-cel” (Carvykti®), um CAR-T de VHH, direciona células
T modificadas contra o antigeno BCMA, altamente expresso no mieloma multiplo. Safarzadeh
Kozani et al. (2022) destacaram que os CAR-Ts baseados em VHH superam limitagdes dos
scFvs, enquanto Bathula er al. (2021), evidenciam o potencial diagnostico e terapéutico desses
fragmentos em cancer, doengas infecciosas, desordens neurologicas e inflamagoes. J4 o KN-
035 (Envafolimabe), um inibidor de PD-L1, estd em crivo para tumores solidos avangados.
Além da afinidade, estabilidade, agregacao e meia-vida sao fatores cruciais no desenvolvimento
de anticorpos, mas otimiza-los pode gerar conflitos entre as propriedades.

Segundo Ikeuchi ef al. (2021), os VHHs destacam-se pela alta estabilidade, permitindo
modificacdes estruturais sem perda funcional. A customizacdo de VHHs para multiplos
antigenos tem avangado com ferramentas in silico e algoritmos de deep learning, que, segundo
Liet al. (2023) e El Salamouni et al. (2024), reduzem custos e aumentam eficacia. No entanto,
poucos VHHs chegam a aprovacao clinica, o que, segundo Mitchell e Colwell (2018), deve-se
a escassez de dados estruturais e sequenciais em comparagdo aos dominios VH/VL tradicionais,
além dos desafios logisticos na imunizagdo e manutencao de camelideos, mais complexos que
em modelos murinos. Apesar disso, a pesquisa com VHHs cresce, impulsionando aplicacdes
diagnosticas, terapéuticas e biotecnoldgicas, com perspectivas promissoras no campo

biomédico.

¢ Estrutura molecular central (proteica, nucleotidica, sintética ou hibrida) que fornece suporte organizacional e
estrutural para a montagem, posicionamento e integra¢do funcional de componentes bioldgicos. Atua como um
arcaboug¢o tridimensional estavel, modulando intera¢cdes biomoleculares ao influenciar a estabilidade,
especificidade e funcionalidade de sistemas bioldgicos ou sintéticos. Sua arquitetura determina a orientagao
espacial de dominios funcionais, otimizando processos como reconhecimento molecular, sinalizagdo e catalise
enzimatica.
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1.6 Problematizacao

Embora os mAbs comerciais salientam eficacia terap€utica, seu uso enfrenta desafios
como reagdes imunes citotoxicas e depuragdo glomerular lenta, prolongando sua permanéncia
no organismo (Goswami et al., 2013). Perto de 150 kDa, sua elevada massa molecular limita a
atuacdo a alvos extracelulares, reduzindo a eficacia contra alvos intracelulares e dificultando a
distribuicdo tecidual. Mesmo com mAbs de segunda geracdo (Fab, 50 kDa; scFv, 30 kDa),
persistem problemas como imunogenicidade elevada e agregacao.

O NTZ (149 kDa) apresenta meia-vida de até 16 dias, garantindo eficacia clinica
na EM (Chappell et al., 2024). No entanto, seu uso estd associado a efeitos adversos como
fadiga, artralgia, trombocitopenia e infecgdes oportunistas (ex.: Varicela-Zoster, tuberculose,
candidiase, pneumonia por Pneumocystis jirovecii, infec¢des micobacterianas atipicas,
criptococose, herpesvirus (associados a Necrose Aguda da Retina (NAR) uma complicagdo rara
e potencialmente fulminante) e meningoencefalite).

A LMP, causada pela reativacdo do poliomavirus JC (presente em 50—70% da
populagdo adulta), representa o um dos efeitos adverso mais grave associado ao NTZ. Este risco
¢ potencializado pelo mecanismo de acdo do fiarmaco, que compromete a vigilancia
imunoldgica no SNC (Puthenpurail et al., 2021; Van Kempen et al., 2022). O mesmo virus
pode ainda desencadear Neuropatia de Células Granulares (NGC) em alguns pacientes.

Adicionalmente, o NTZ reduz a resposta vacinal e seu uso prolongado pode levar a
hepatotoxicidade e hipersensibilidade, bem com a Sindrome Inflamatoria de Reconstitui¢ao
Imunologica (IRIS) pos-suspensdo (Baldo et al., 2022). Em um estudo com 5.384 participantes,
apresentou reducao da progressao e incapacidade na EM em apenas 24% (Wiendl et al., 2021).
Além disso, 4-14% dos pacientes como mencionam Mosch e Guchelaar (2022), desenvolvem
anticorpos anti-NTZ, comprometendo a eficacia e aumentando o risco de reagdes a infusao.

Pacientes previamente tratados com imunossupressores ou em terapia prolongada (>2
anos) com altos titulos de anticorpos anti-JCV apresentam maior risco de LMP. A suspensao do
NTZ pode agravar a disfungao neurologica por IRIS, enquanto sua interrupg¢ao abrupta aumenta
orisco de rebote. O periodo washout’ entre NTZ e terapias exigem semanas para eficcia plena,
cria uma janela de vulnerabilidade (Morrow et al, 2022). O NTZ ¢é contraindicado com

betainterferonas, acetato de glatiramer, cancer ativo ou imunossupressao grave. Sua agdo

7 E o intervalo necessario para a depuragio sistémica de um farmaco antes de iniciar uma nova terapia, evitando
interagdes farmacologicas. Sua duragdo ¢ definida pela meia-vida de eliminagao, redistribuicdo tecidual e reversao
dos efeitos biologicos. Em imunomoduladores e imunossupressores, esse periodo ¢ critico para evitar
imunossupressao residual, rebote da doenca ou aumento da suscetibilidade a infecgdes oportunistas.
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envolve as integrina a4fB1 e 0a4p7, apoiando seu uso na doenga de Crohn. Apesar da eficacia
inicial, seu perfil de seguranga a longo prazo impde um dilema terapéutico.

Os VHHs destacam-se como opgao propicia, com ~12 a 15 kDa, oferecem maior
penetracao tecidual e menor imunogenicidade, dispondo-se entre os scaffolds mais relevantes
para essa aplicacdo. Embora possam induzir efeitos adversos, como epistaxe e cefaleia, esses
sd0 menos severos que os associados a mAbs classicos (Baldo et al., 2022).

A modulagao da subunidade 04, permanece ainda pouco explorada para formatos de
anticorpos como VHH/VNAR humanizados, multivalentes, biespecificos ou miméticos
direcionados a 04P1. A miniaturizacdo de mAbs sem perda de eficécia, conforme Martins et al.
(2024), tem sido estratégia-chave para reduzir custos e agilizar o desenvolvimento de
biofdrmacos, melhorando permeabilidade tecidual, acelerando depuragdo sanguinea,
diminuindo reten¢do em tecidos ndo-alvo e mitigando imunogenicidade (Chaves ef al., 2024).

O grafting de CDRs ¢ uma técnica consolidada para reduzir imunogenicidade de mAbs
nao humanos, aplicavel independentemente de avango como o de novo design. Martins et al.
(2022) expdem sua versatilidade ao criar miméticos e peptideos otimizados. Zhang, Wu e Dang
(2024) classificam os miméticos como a quarta geragdao de engenharia de anticorpos, devido a
maior afinidade, estabilidade, penetragao e custo-efetividade. Ex.: incluem o VHH anti-CD20
(Poustforoosh et al., 2023), derivado do rituximabe, € os VHHs anti-PD-1 de Mirzaei et al.
(2024), baseados no tislelizumab, além dos miméticos anti-SARS-CoV-2 construido por Ferraz
et al., (2024). Estratégias alternativas transferem a CDR3 para proteinas ndo imunoglobulinas,
ex.: ubiquitina de Inoue et al. (2011) e neocarzinostatina de Nicaise et al. (2004), mantendo o
reconhecimento antigénico. Scaffolds também preservam funcionalidade pds-enxerto, como
evidenciado por Pacheco ef al. (2014) ao inserir CDRs de um mAb em uma proteina termofilica.

A engenharia de VHHs miméticos pode replicar as interagdes do NTZ com a a4f1,
auxiliada por dados cristalograficos (PDB ID 4IRZ). Contudo, a escassez de estudos estruturais
robustos pode prejudicar a transferéncia precisa de residuos chaves que conferem a
especificidade e afinidade, como observado por Albuquerque ef al. (2022) ao identificarem a
DLL1 como alvo real do pidilizumabe. Considerando a relevancia clinica do NTZ e a
capacidade dos VHH de transpor a BHE, recomenda-se a constru¢do de VHHs via CDR
grafting que mimetizem a interagdo do NTZ com epitopo B do dominio S-propeller da
subunidade o4, preservando propriedades intrinsecas dos VHHSs e a especificidade do NTZ.
Essa conduta pode proporcionar terapia eficaz, com custo reduzido e menor risco de efeitos

adversos associados ao uso prolongado do NTZ.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver anticorpos de cadeia pesada e dominio unico (VHH) otimizados que

mimetizem as interacdes moleculares do anticorpo monoclonal comercial Natalizumabe com a

subunidade 04 da integrina a4p1.

2.2 Objetivos Especificos

Definir estruturas de referéncia de nanocorpos que possuam CDR3 com conformagao
semelhante a CDRH3 do dominio VH do Natalizumabe.

Descrever os tipos de interacdes entre o Natalizumabe e a subunidade 04 da
integrina o4p1.

Gerar sequéncias de novos nanocorpos combinando o framework de nanocorpos de
referéncia e os CDRs do dominio VH do Natalizumabe.

Obter a estrutura tridimensional validada dos nanocorpos propostos.

Predizer as propriedades biofisicas e fisico-quimicas dos nanocorpos antes ¢ depois dos
enxertos.

Gerar complexos entre os nanocorpos construidos com a subunidade o4 da integrina
04p1 posicionados no sitio de interagdo do VH/NTZ.

Selecionar complexos VHH/NTZ-04 com maior sobreposicao ao sitio de interacdo

VH/NTZ e com propriedades fisico-quimicas e biofisicas desejaveis.
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3 MATERIAL E METODO
3.1 Obtencao da Estrutura Tridimensional do Natalizumabe

O Protein Data Bank (PDB), fundado em 1971, ¢ um repositorio global de estruturas
tridimensionais de macromoléculas bioldgicas, obtidas experimentalmente. Primeiro recurso
digital aberto nas ciéncias bioldgicas, armazena dados experimentais, metadados e modelos
estruturais detalhados. A maioria das estruturas depositadas ¢ determinada por cristalografia de
raios X, mas também sao usadas técnicas como RMN, cristalografia eletronica, microdifragao
de elétrons e criomicroscopia eletronica (Hashizume et al., 2020). Usando esse banco de dados,
inicialmente, foi selecionada a estrutura tridimensional do complexo Fab-Natalizumabe/a4
(PDB ID 4IRZ), tinica cristalizagdo disponivel desse complexo, apesar da resolugdo mediana
de 2,84 A (Yu, Schiirpf, Springer, 2013). Em seguida as proteinas do 4IRZ (Fab/NTZ e
subunidade a4 — dominio fS-Propeller e Thigh — da integrina), foram preparadas, removendo-se
também agua e ligantes (NAG, NDS, PEG, CA, NA). No arquivo .pdb, mantiveram-se apenas
ATOM, TER e END. Os dominios constantes CL ¢ CH1 do Fab foram excluidos, resultando
em trés construcdes: (1) a4 com VH/VL, (2) VH com 04 e (3) VH isolado. Essa organiza¢ao

otimiza a manipulacao e analise estrutural.
3.2 Obtencao da Estrutura Tridimensional dos Nanocorpos

Em 2014, foi lancado o Structural Antibody Database (SAbDab), um repositorio
especializado na coleta automatizada de dados estruturais de anticorpos, incluindo variantes
sintéticas e de diferentes espécies da subclasse Mammalia. O SAbDab permite a filtragem
avancada de estruturas por critérios; (1) tamanho das CDRs, (2) espécie de origem e (3)
fragmentos especificos, como VHHs (Dunbar et al., 2014). As estruturas dos VHHs podem ser
analisadas individualmente ou baixadas em massa no formato .pdb em numeragdo continua ou
anotadas pelos esquemas Chothia e IMGT (International ImMunoGeneTics Information
System). Diferente do PDB, o SAbDab oferece a op¢do "Get all nanobody structures",
viabilizando o download de todos os VHHs em um ftnico arquivo compactado
(all nano_structures.zip). Em 8 de dezembro de 2023, 1.286 VHHs com numera¢ao continua

foram baixados e padronizados (se¢@o 3.5) segundo a numeracao de Martin (Patel ez al., 2023).
3.3 Caracterizacio das Interacoes Moleculares do Complexo NTZ/o4

Os residuos de interagao entre o dominio VH/NTZ e a subunidade 04 sdao considerados
residuos de interface proteina-anticorpo, um tipo especifico de interagdo proteina-proteina

(PPI). A anélise dessas interagdes pode ser realizada por meio de abordagens como as Redes de
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Interacdo de Residuos (RINs) ou Redes de Estrutura de Proteinas (PSNs), que auxiliam na
investigacdo das propriedades estruturais e funcionais dessas interfaces. Essas redes
representam aminoacidos como noés e suas conexdes como arestas (Del Sol; Carbonell, 2007).
Para caracterizar a interface, foi usado o RING4.0 (Del Conte ef al., 2024) e RINmaker (Spano
et al., 2023), mantendo apenas o dominio VH/NTZ e a subunidade a4. O uso de multiplos
programas aumenta a confiabilidade dos resultados, permitindo uma andalise mais precisa dos
residuos de interagdo e dos tipos de contatos moleculares envolvidos.

O RING calcula interagdes moleculares ndo covalentes com base em parametros
geométricos. Suas aplicagdes incluem analise de estabilidade proteica (Ramakrishnan et al.,
2023), caracterizagdo de interfaces (Del Conte et al., 2024) e interpretagdo de simulagdes de
dindmica molecular (MD) via redes probabilisticas (Sakai et al., 2023). Os parametros de
entrada; Closest e Multiple para Nodes e Edges, respectivamente foram mantidos. O pardmetro
Closest considera todos os atomos de um aminoacido ao calcular distadncias, garantindo uma
analise detalhada, enquanto Multiple identifica multiplas intera¢des por par residual, mas
reporta apenas uma por tipo especifico. Além disso, os residuos foram marcados como
relaxados, e dgua e hidrogénios foram adicionados. O RINmaker ¢ um software de cddigo
aberto para calculo, determinacdo e visualizagdo de RINs, abrangendo interacdes ndo
covalentes usuais. Funciona via linha de comando ou interface web, desde que a estrutura
tridimensional do complexo esteja disponivel. O pardmetro illformed foi configurado como
keep residue, garantindo o tratamento adequado de anéis malformados ou grupos i6nicos. Além

disso, o RINmaker adicionou moléculas de dgua e incluiu todas as intera¢des na analise.
3.3.1 Areas de Superficies Acessiveis a Solventes (SASA)

No estudo das interagdes entre proteinas e anticorpos, ¢ essencial identificar as regides
da superficie enterradas na formagao do complexo, pois sdo determinantes para a estabilidade
da interagdo. A area de superficie acessivel ao solvente (SASA) quantifica a por¢ao da proteina
exposta ao solvente, sendo calculada com base na simulacdo de uma sonda esférica (geralmente
representando uma molécula de agua) que rola sobre a superficie do modelo molecular. Aqui,
a SASA foi empregada para estimar a area de interface entre os parceiros, a fracao de superficie
oculta ap0s a interagdo e o indice de complementaridade de forma (Mitternacht, 2016). Embora
Yu, Schiirpf e Springer (2013) tenham apresentado dados experimentais sobre alguns desses
parametros no arquivo 4IRZ, a quantificacao tedrica se faz necessaria, uma vez que o foco recai
sobre o dominio VH do NTZ, sendo o dominio VL de menor relevancia neste contexto. Para

esses calculos, utilizou-se o software FreeSASA, desconsiderando o dominio VL. A interface
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antigeno-anticorpo, conforme descrito por Reis ef al. (2022), corresponde as regides da
Superficie Excluida de Solvente (SES) do antigeno e do anticorpo que permanecem enterradas
ap6s a interagdo. Atomos ocultos na formacgdo do complexo podem ser classificados como
interfaciais, e um residuo ¢ considerado interfacial se pelo menos um de seus atomos interagir
com a outra molécula. Xin ef al. (2018), analisaram distancias entre 4 A e 6 A, adotando 5 A
como critério para classificar residuos interfaciais. A distancia euclidiana entre residuos do
dominio VH/NTZ e da subunidade a4, menor ou igual a 5 A, foi utilizada para medir a interagio
na interface do complexo VH/NTZ-04, seguindo Ramaraj et al. (2012). Os calculos foram
realizados com o FreeSASA (versao 2.0.3), avaliando superficies acessiveis e enterradas
(Mitternacht, 2016). O algoritmo de Lee e Richards foi aplicado com raio de sonda de 1,40 A
(Lee; Richards, 1971), mantendo os demais pardmetros padrdo. O FreeSASA foi utilizado para

analisar o dominio VH/NTZ, a subunidade a4 ¢ o complexo VH/NTZ-04, sem o dominio VL.
3.4 Triagem de Nanocorpos com CDR3 Estruturalmente Similar 28 CDRH3 VH/NTZ

Embora envolvam etapas distintas, a triagem de macromoléculas e pequenos ligantes
compartilha o objetivo de reduzir os candidatos a um conjunto gerenciavel para analises mais
detalhadas. Essa filtragem exige a aplicagcdo de critérios especificos a estrutura em estudo,
auxiliando o avango apenas dos candidatos mais adequados (Lin; Li; Lin, 2020). Com base
nesse principio, visto na figura 14, uma triagem para identificar, entre os VHHs do SAbDab,
aqueles com similaridade estrutural na regiao CDR3 em relagdo a CDRH3 do VH/NTZ foi feita.

Inicialmente, foram excluidos da analise os VHHs que apresentavam lacunas (gaps®)
nas CDRs ou na regido estruturalmente conservada (FR), uma vez que, para a predi¢ao precisa
das propriedades biofisicas e fisico-quimicas das proteinas — especialmente quando se exige a
estrutura 3D — € essencial a auséncia de gaps. Residuos ausentes nessas regides compromete a
acuracia do RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation), parametro dependente da
equivaléncia atdmica entre as estruturas comparadas. Para que o RMSD atinja valores proximos
de zero (indicativo de elevada similaridade estrutural), € necessario que as macromoléculas
comparadas possuam o mesmo numero de 4&tomos € que esses atomos correspondam a posi¢oes
equivalentes na estrutura. Além disso, o alinhamento prévio das moléculas € critico para evitar

artefatos no calculo (Maiorov; Crippen, 1994).

8 Em estruturas 3D, especialmente de proteinas, gaps correspondem a auséncia de coordenadas atdmicas em
trechos especificos da cadeia polipeptidica, como indicado em arquivos PDB por falhas na numeragao de residuos
e auséncia de registros ATOM. Resultam, geralmente, de desordem conformacional, baixa resolucao, ruido
experimental ou escolhas no processamento estrutural. Esses vazios podem comprometer a funcionalidade da
proteina em estudos in silico, sobretudo em sitios ativos, interfaces de interacdo ou regides de reconhecimento
molecular, além de afetar analises de simulagdes estruturais.
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Figura 14 — Ilustracdo do Processo de Triagem dos VHHs
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Fonte: O esquema de triagem dos arquivos alaborado pelo Autor (2024), seguiu um processo em duas etapas
principais. Inicialmente, em (I), foi realizado o download do Natalizumabe com a subunidade a4 (PDB: 4IRZ),
enquanto em (II) foram obtidos os nanocorpos do banco de dados SAbDab-nano. Na primeira etapa, foram
excluidas estruturas de baixa qualidade cristalografica ou com gaps. Em seguida, classificaram-se os nanocorpos
em dois grupos: (A) aqueles sem gaps nas regides FR (framework) e CDRs (complementarity-determining
regions), que foram mantidos, ¢ (B) aqueles com gaps nessas regides, que foram descartados. Na segunda etapa,
focou-se na selecdo de nanocorpos com RMSD inferior a 1,1 A, obtido pela sobreposicio entre as regides VH/NTZ
e VHH. Nanocorpos com CDRs do tipo "kinked", identificados em (C), foram excluidos, limitando a analise
aqueles cuja CDR3 apresentava a conformagao "stretch-twist-turn", como observado em (D). Ao final do processo,

obteve-se um conjunto de 11 nanocorpos com alta similaridade estrutural a regido CDRH3 do VH/NTZ.

Neste estudo, o RMSD foi calculado utilizando o comando padrao de sobreposicao do
PyMOL, que considera todos os atomos correspondentes entre as estruturas, incluindo
backbone’ e as cadeias laterais (Grupo R)). Adotou-se como premissa a equivaléncia estrutural
geral entre os modelos VHH e VH/NTZ, justificada pela alta conservacao do fold da familia
VH3. Na etapa subsequente, o dominio VH/NTZ foi sobreposto individualmente as 1.286
estruturas de VHH extraidas do SAbDab, também com o auxilio do PyMOL. Para cada

sobreposi¢do, os arquivos .pdb contendo as estruturas dos VHHs foram carregados no PyMOL

9 E a estrutura principal de uma proteina, composta por uma sequéncia repetitiva de atomos N (nitrogénio do grupo
amino), Ca (carbono alfa) e C (carbono do grupo carboxila), unidos por ligacdes peptidicas (entre o C de um
residuo e o N do proximo), excluindo as cadeias laterais (grupo R) dos aminoécidos. Sua conformacao
tridimensional é determinada por trés angulos torsionais: ¢ (phi): rotacdo em torno da ligacdo N—Ca, y (psi):
rotacdo em torno da ligagdo Co—C e o (Omega): rotagdo em torno da ligacdo C—N (geralmente 180°, trans). As
combinagdes de @ e y definem os elementos de estrutura secundaria, sendo restritas por fatores estéricos.
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juntamente com a estrutura do dominio VH/NTZ. Quando o arquivo .pdb incluia multiplas
cadeias de VHH, o proprio PyMOL selecionava automaticamente a cadeia com maior
equivaléncia estrutural ao VH/NTZ para realizar a justaposi¢do. Ja nos casos em que o .pdb
continha apenas um unico VHH, ndo havia comparagdo entre diferentes cadeias, ¢ a
sobreposi¢do era feita diretamente com a cadeia disponivel. Observou-se que VHHs com a
CDR3 estruturalmente semelhante 8 CDRH3 do NTZ exteriorizam valores reduzidos de
RMSD, enquanto conformacdes divergentes resultaram em valores superiores a 1,1 A. Assim,
foi adotado um valor de corte de RMSD < 1,1 A para a selecio de VHH com alta similaridade
estrutural na regido CDR3, sendo descartadas as estruturas que excederam esse limiar.

O RMSD, conforme apresentado na Equa¢ao 1, quantifica a diferenga espacial média
entre atomos equivalentes (ex.: alfa-carbonos de residuos alinhados) em duas estruturas
tridimensionais previamente sobrepostas. Calculado pela raiz quadrada da média das distancias
euclidianas ao quadrado, esse valor ¢ amplamente utilizado em bioinformatica e dindmica
molecular para comparar conformacdes de proteinas, complexos ou modelos preditos. Ressalta-
se, porém, que o RMSD ¢ sensivel a movimentos rigidos e ndo discrimina variagdes
conformacionais locais versus globais. Todas as estruturas analisadas tiveram seus valores
calculados, e apenas aquelas com RMSD < 1,1 A avangaram para a proxima etapa,

representando as candidatas mais promissoras.

N
1 (1)
RMSD = NZ(xi —y)?
i=1

Onde N é o nimero total de 4&tomos correspondentes as duas estruturas e x; € a coordenada atdmica da estrutura
hipotética A enquanto y; sdo os valores das coordenadas atdmica da estrutura hipotética B

3.5 Numeracao dos Nanocorpos e Identificacio das CDRs

A padronizacdo da numeragdo em anticorpos e nanocorpos ¢ essencial para a
identificacao precisa das CDRs, delimitando seus contornos e garantindo a correspondéncia
correta entre residuos homologos. Devido a consideravel variabilidade no comprimento dessas
regides, a comparagado direta entre posi¢des equivalentes ¢ comprometida. Assim, a adocdo de
esquemas de numeracdo padronizados torna-se imprescindivel, uma vez que a numeragdo
continua dos arquivos PDB ndo representa adequadamente tais regides estruturais. Nesse
contexto, o software ANARCI (Antigen Receptor Numbering And Receptor Classification)

aplica esquemas padronizados de numeracdo a anticorpos e receptores de antigenos, por meio
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do alinhamento de sequéncias a modelos previamente anotados com base em Modelos Ocultos
de Markov (HMMs), permitindo a atribuicdo precisa das posi¢gdes correspondentes (Dunbar;
Deane, 2016). Para os VHHs, um script python automatizado foi desenvolvido, o qual extrai as
sequéncias dos arquivos .pdb, convertendo-as para o formato .fasta com a flag pdb tofasta do
pacote pdb-tools (Jiménez-Garcia et al, 2021). As sequéncias sdo entdo processadas pelo
ANARCI, utilizando o esquema de Martin sob os parametros padrao (Patel et al., 2023). Por
fim, a numeragao gerada foi incorporada aos arquivos estruturais, assegurando a padronizagao

das regides variaveis dos nanocorpos.
3.6 Grafting de CDR do dominio VH/NTZ para os Nanocorpos

Ferramentas computacionais tém se consolidado como estratégias robustas no design de
nanocorpos funcionais por meio do enxerto de CDRs (Heidari ef al., 2024). A eficacia dessa
abordagem foi exemplificada por Ferraz ef al. (2024) ao projetar VHHs miméticos direcionados
as proteinas CD20 e spike do SARS-CoV-2. A incorporagao da assinatura molecular do epitopo
no processo de modelagem tem se mostrado determinante para o aumento das taxas de sucesso.
O CDR grafting ¢ um procedimento eficaz para transferir especificidade e afinidade a scaffolds
com propriedades estruturais desejdveis. A técnica viabiliza o desenvolvimento de VHHs
direcionados a epitopos conhecidos, com diferentes perfis de afinidade, minimizando etapas de
selecdo e reducao de custos posto que comumente o doador ¢ um mAb comercial. (Reddy,
Guntuku; Palla, 2024). A escolha do scaffold ¢ uma condicdo determinante, exigindo a
otimizacdo de interface e topologia para assegurar, respectivamente, a afinidade funcional e a
estabilidade conformacional da proteina. Neste estudo, a abordagem de grafting € representada
pelas siglas ENXSEQ, ENXSDR e ENXEST, correspondendo, respectivamente, ao enxerto de
sequéncia, de residuos determinantes de especificidade e de estrutura. Cada nanocorpo triado
foi submetido as trés estratégias, gerando trés variantes por modelo. As CDRs do VH/NTZ

foram transferidas para os scaffolds utilizando abordagens distintas de enxerto.
3.6.1 Enxerto de Sequéncia (ENXSEQ)

Na abordagem de Enxerto de Sequéncia (ENXSEQ), ilustrada na figura 15, realiza-se a
transferéncia direta das sequéncias das CDRs do dominio VH do Natalizumabe (VH/NTZ) para
as regides correspondentes nos nanocorpos. O processo ocorre em trés etapas principais: (1) as
sequéncias aminoacidicas das trés CDRs do VH/NTZ sdo isoladas e armazenadas; (2) as regides
equivalentes (CDRs) nos nanocorpos sdo removidas e descartadas, preservando apenas o
arcabougo estrutural das regides framework (FRs); (3) por fim, as CDRs do VH/NTZ

previamente armazenadas sdo inseridas nas posi¢des correspondentes dos VHHs, resultando
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em sequéncias hibridas compostas por FRs derivadas dos VHHs e CDRs oriundas do dominio

VH/NTZ, (4) com suas respectivas estruturas 3D construidas.

Figura 15 — Esquema para Ilustrar a Estratégia do Enxerto de Sequéncia (ENXSEQ)

.1 QVQLVQSGAEVEG(PGASV‘KVSCKASGFNIK%’WGQMEWMGRIDPANGYTKYDP 62

63 KFQGRVTITADTSASTAYMELSSLRSEDEAVYYCAREGYYGNYGVYAMDYWGQGTLVIVSSA 124

——

B = = = - -

1 |
' o |
I 1
e e e s | 1 KVQLQQSGGGAVQTGGSLKLTCLASGNTAST GWYRRAPGKQREWVASL DYGDF 62 :
1 |
1 63 VKGRFTISRDNANNAATLOMDSLKPEDTAVYYCNADGRRFDGARWREYESWGQGTQVTISSS 123 1
1

1 KVOLOQOSGGGAVQTGGSLKLTCLAS AMGWYRRAPGKQREWAEJO ADYGDF 62
63 VEGRFTISRDNANNAATLOMDSLKPEDTAVYYCNA WGQGTQVTISSS 123

Construcao das Estruturas 3D dos ENXSEQ
NanobodyBuilder2

Fonte: O esquema apresentado por Autor (2024) ilustra as etapas do processo de enxerto de sequéncias. Em Al,
observa-se a sequéncia do dominio VH do Natalizumabe, onde os residuos das CDRs estdo destacados: CDR H1
em vermelho, CDR H2 em azul escuro e CDR H3 em verde, indicando as regides que foram extraidas. J4 em A2,
¢ mostrada a sequéncia do VHH, com as regides das CDRs H1, H2 e H3 destacadas em roxo, lilas e azul,
respectivamente. Essas regides CDRs foram também extraidas de suas posigdes originais. Em A3, as CDRs do
dominio VH do Natalizumabe s3o enxertadas nas posi¢des correspondentes onde antes estavam os residuos CDRs

do VHH. Por fim, em A4 ¢ feita a construg¢@o 3D dos VHH/NTZ usando o NanobodyBuilder2.

3.6.1.1 Modelagem Molecular dos Nanocorpos

A modelagem molecular foi a estratégia adotada para a conclusdo da etapa ENXSEQ, a
qual teve como objetivo combinar as sequéncias das CDRs do VH/NTZ com as regides
correspondentes dos VHH-IN (nanocorpos iniciais/nativos). Essa etapa foi conduzida por meio

do software ImmuneBuilder2, utilizando sua funcionalidade especifica para VHH, o
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NanobodyBuilder2 (Abanades et al., 2023). Os parametros padrdo do NanobodyBuilder2 foram
mantidos durante o processo, gerando internamente quatro modelos para cada VHH. O software
selecionou, como resultado, o modelo com o menor RMSPE (do inglés - Root Mean Square
Positional Error). Essa métrica quantifica o erro médio quadratico das posi¢cdes atoOmicas
previstas em um modelo estrutural, representando a incerteza associada a predi¢do da posi¢ao
dos atomos. Em ferramentas como o NanobodyBuilder?2, esse valor ¢ utilizado como critério de
selecao do modelo mais confiavel, especialmente na auséncia de uma estrutura de referéncia
experimental. Diferentemente do RMSD, que exige geralmente uma comparagdo com um
modelo previamente conhecido, o RMSPE pode ser estimado diretamente a partir do modelo
gerado pelo NanobodyBuilder2. Todos os VHH/ENXSEQ foram construidas suas versdes 3D

incorporando a numera¢do de Martin, com auxilio de um script em Python.
3.6.1.2 Valida¢do dos Modelos Gerados

Em virtude da possibilidade de ocorréncia de choques estereoquimicos ou distorgdes
nos angulos diedros, ¢ parcimonioso a validacdo das estruturas modeladas. Para tal, foram
empregados os softwares do CAMEO!'? (Continuous Automated Model EvaluatiOn) mais bem
avaliados conforme a versdo mais recente (Robin ef al, 2021). O ModFOLD9 ¢ um dos
principais programas para detec¢do de erros locais em modelos estruturais, fornecendo
predicdes integradas de qualidade global e regional com pontuacdes baseadas em deep learning
(McGutffin; Alharbi, 2024). Nesta andlise, cada modelo em formato .pdb foi processado
individualmente, adotando-se a op¢ao Balanced. Além de corresponder a configuracao padrao,
essa op¢do ¢ recomendada para andlises isoladas, garantindo boas correlagdes e uma
classificagdo eficiente dos modelos. Outro programa utilizado foi o QMEANDIisCo, no qual o
arquivo .pdb foi submetido para avaliagdo. Este emprega uma fun¢do de pontuagdao composta
para descrever aspectos geométricos fundamentais de estruturas proteicas, utilizando multiplos
descritores estruturais (Benkert, Tosatto; Schomburg et al., 2008). O terceiro software
empregado, o VoroMQA, foi configurado com a selecao da op¢ao Input biological assemblies,
seguida do carregamento do modelo em formato .pdb. Este método avalia a qualidade das
estruturas proteicas mediante um potencial estatistico baseado em conhecimento, com foco em
todos os atomos do nucleo proteico. Diferentemente de abordagens tradicionais, que se

fundamentam em distancias interatomicas (Olechnovi¢; Venclovas et al., 2019). Por fim, o

19 CAMEO (Continuous Automated Model EvaluatiOn): Plataforma de avaliacdo continua e automatizada de
métodos de predi¢do estrutural, que compara semanalmente modelos computacionais com estruturas experimentais
recém-depositadas no PDB, mas ainda ndo divulgadas publicamente.
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modelo em formato .pdb foi analisado pelo PROQ3D, selecionando-se a opg¢do Using deep
learning e adotando o método score para medigdo de qualidade. Esse software integra
informacdes da sequéncia de aminoacidos e da estrutura 3D predita, utilizando algoritmos
de deep learning para predizer a qualidade estrutural (Uziela et al., 2017). Adicionalmente, o
grafico de Ramachandran segundo Chen et al. (2010), pode e foi gerado pelo MolProbity, com
0 objetivo de realizar analise estereoquimica da cadeia principal de proteinas, com base nas
combinagdes dos angulos diédricos ¢ (phi) e y (psi) dos residuos de aminoacidos. Essa analise
permite identificar regides com possiveis tensdes angulares ou torcionais, cujos desvios podem
indicar a presenga de outliers ou erros estruturais no modelo proteico. Para avaliar a qualidade
estrutural dos VHHs modelados, foi analisado o Z-score’! gerado pelo ProSA-web, que permite
comparar a energia total da estrutura com as faixas esperadas para estruturas experimentais
determinadas por cristalografia de raios-X ou RMN. Os arquivos .pdb foram submetidos ao
servidor sem modificagdes adicionais nos parametros de entrada ou nas configura¢des do

software (Wiederstein; Sippl, 2007).
3.6.1.3 Refinamento dos Modelos Gerados

Embora o NanobodyBuilder2 seja uma ferramenta avancada para modelagem de VHHs,
Valdés-Tresanco et al. (2023) ressaltam a importancia do refinamento para aproximar os
modelos tedricos de suas estruturas nativas. Antes dessa etapa, os arquivos .pdb foram
preparados mantendo apenas as linhas ATOM, TER e END, assegurando a compatibilidade com
o software. Além disso, o algoritmo ndo aceita arquivos .pdb com inser¢des nas CDRs
(identificadas por residuos com letras, como 100A, 100B etc.), comuns em anticorpos para
preservar a numeracao continua dos FRs (Secdo 3.5). Para contornar essa limitacdo, foi
utilizado a flag pdb reres do pacote pdb-tools, que renumera os residuos sequencialmente,
removendo as inser¢des e alinhando o arquivo ao padrdo de numeragdo inteira exigido pelo
algoritmo. O refinamento foi realizado com o ReFOLD3, que utiliza restricdes graduais
baseadas em estimativas de qualidade local e previsdes de contato para guiar as estruturas
tridimensionais em dire¢do as formas nativas (Adiyaman; McGuftin, 2021). Apos essa etapa,
as estruturas foram validadas com o VoroMQA, que compara as modifica¢cdes nos modelos

iniciais e avalia se o refinamento melhorou ou comprometeu a qualidade estrutural. Essa

1 Métrica estatistica que quantifica o desvio da energia total de uma estrutura proteica modelada em relagdo a
média de estruturas experimentais, normalizado pelo desvio padro. Indica a compatibilidade com conformagdes
naturais. Para proteinas com ~130 residuos (como os VHHSs), o Z-score do ProSA-web entre -5.0 e -7.5 indicam
boa qualidade. Valores acima de -4.5 ou abaixo de -8.0 sdo suspeitos, e extremos como > -3.0 ou < -8.5 sugerem
falhas graves, como enovelamento incorreto ou colisdes estéricas.
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abordagem permitiu quantificar as diferengas entre os modelos gerados pelo NanobodyBuilder2

e os refinados pelo ReFOLD3, garantindo uma analise precisa da eficacia do refinamento.
3.6.2 Enxerto de Residuos Determinante de Especificidade (ENXSDR)

No segundo procedimento, visto na figura 16, foram utilizados enxertos de SDRs
(Residuos Determinantes de Especificidade). Os SDRs correspondem aos residuos localizados
nas CDRs dos anticorpos, sendo responsaveis pela especificidade da interagdo com o antigeno
cognato. Embora nem todos os residuos das CDRs contribuam diretamente para essa interagao,
como discutido por Peng ef al. (2022) e Madsen et al. (2024), aqueles que nao participam
diretamente continuam sendo cruciais para a estabilidade estrutural e a funcionalidade. Os
enxertos de SDRs sdo relevantes em diversos processos, incluindo a transferéncia de afinidade
segundo Kashmiri et al. (2005), bem como aumento da afinidade e a humanizagdo de anticorpos
de acordo com Chouhan ef al. (2022). Tais aplicagdes destacam a relevancia funcional e
terapéutica das SDRs na engenharia e otimizag¢ao de anticorpos. As substitui¢des pontuais de

residuos das CDRs dos VHH para as SDRs VH/NTZ foram realizadas no PyMOL.

Figura 16 — Esquema para Ilustrar a Estratégia do Enxerto das SDRs (ENXSDR)

Asn104

—————————————— 4 H3 i-——~I
't

Gly103 - .

‘ l

:

Gly106 i
‘\ 1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

PR

o )

P 2

e e i

Fonte: O esquema apresentado pelo Autor (2024) descreve o processo de enxerto das Residuos Determinantes de

Especificidade (SDRs) do dominio VH do Natalizumabe para os VHH. Em B1, os residuos SDR do VH/NTZ,
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identificados pelo RING 4.0, estdo destacados em ciano. Em B2, com o auxilio do PyMOL, ¢ realizado uma
sobreposi¢ao estrutural para reduzir as distancias atomicas entre 0 VH/NTZ e o VHH, o que facilita as substitui¢oes
dos residuos no VHH nas mesmas dire¢des dos residuos do VH/NTZ. Apos essas mutagdes, obtém-se, em B3, o
VHH/NTZ SDR.

A estratégia de enxerto seguiu as etapas a seguir: (1) os residuos das CDRs do dominio
VH do Natalizumabe envolvidos na interagdo com a integrina a4p1 foram identificados pelas
ferramentas RING (Del Conte et al., 2024) e RINmaker (Spanod et al, 2023), cuja sele¢ao
baseou-se na capacidade dessas ferramentas de representar flexibilidade conformacional,
superando as limitagdes da estrutura cristalografica estatica (PDB: 4IRZ) e permitindo a
identificacdo de residuos SDRs de interface ndo evidentes na estrutura original; (2) cada VHH
foi carregado individualmente no PyMOL, que possibilita a substituicdo de aminoacidos por
qualquer um dos 20 naturais e o ajuste de suas conformagdes; (3) os VHHs foram sobrepostos
ao dominio VH/NTZ para minimizar distancias atdmicas e visualizar as orienta¢des dos grupos
laterais (R) dos SDRs, essenciais para orientar a transferéncia conformacional; (4) os SDRs das
CDRs H1, H2 e H3 do VH/NTZ foram inseridos nas respectivas CDRs (1, 2 e 3) dos VHHs,
com base em duas premissas: (i) preservar a conformacdo do SDR original e (ii) em casos de
conflitos estéricos, reposicionar o SDR na CDR do VHH em uma localiza¢do mais préxima da
original e livre de sobreposigdes conflitantes com residuos adjacentes. A substitui¢do envolveu
exclusivamente as cadeias laterais dos residuos em contato com o antigeno, mantendo o
esqueleto principal conservado. Assim, todos os VHHSs passaram a incorporar, em suas CDRs,

os novos SDRs derivados do dominio VH do Natalizumabe.
3.6.3 Enxerto de Estrutura (ENXEST)

A terceira estratégia, Enxerto de Estrutura (ENXEST), baseia-se no principio de que a
conformagdo tridimensional de anticorpos determina sua fun¢do e interacdo com antigenos,
influenciando diretamente suas propriedades de ligacdo (Hirata et al., 2018). Esse método
tender a apresentar maior formacao de complexos VHH-NTZ/a4 em comparagio aos enfoques
ENXSEQ e ENXSDR, sendo sua eficicia dependente de fatores como geometria, carga e
distribuicdo de aminoacidos no paratopo. Uma estrutura 3D adequada permite o
reconhecimento especifico de antigenos, evitando interagdes inespecificas e assegurando uma
resposta imunologica precisa. A transferéncia das CDRs mantém a afinidade e especificidade
do anticorpo original, além de possibilitar sua adaptacdo a novos contextos moleculares, como
anticorpos de diferentes espécies ou com distintas conformagdes CDRs (Nicaise et al., 2004;

Pacheco et al., 2014). Conforme destacado por Chaves et al. (2024), enxertos baseados na
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substituicdo conformacional de cadeias laterais e principais emergem como uma tatica prospera
no design de anticorpos e seus fragmentos. Os autores ainda ressaltam que proteinas como
VHHs, selectinas e proteinas de repeticdo de anquirina, sdo as mais frequentemente empregadas
nessa metodologia. O procedimento de ENXEST, detalhado na figura 17, foi executado via
software PyMOL. Inicialmente, a estrutura do VHH e dominio VH/NTZ foram carregados.
Nessa primeira etapa, ¢ apresentada a estrutura do VH/NTZ, com as regidoes CDRs (H1, H2 e
H3) destacadas em amarelo, azul e verde, respectivamente, justaposta a um VHH. A
sobreposicdo ¢ fundamental para reduzir a distancia entre as biomoléculas e assegurar o
alinhamento atdmico preciso entre a estrutura receptora ¢ os fragmentos a serem enxertados.
Na segunda ectapa, a figura C2A exibe as CDRs do dominio VH/NTZ isoladas, enquanto
a figura C2B apresenta apenas os esqueletos estruturais (FR) do VHH, apods a remogdo e
exclusao das suas CDRs. A exclusao das CDRs dos VHHs e do FR do VH/NTZ foi e deve ser
realizada com base nas estruturas previamente sobrepostas, a fim de preservar o alinhamento
espacial entre os dominios. Ja na terceira etapa, as CDRs do VH/NTZ sao posicionadas nos
locais correspondentes as CDRs removidas do VHH, porém ainda sem integragdo estrutural

completa, conforme indicado pelas linhas tracejadas.

Figura 17 — Esquema para Ilustrar a Estratégia do Enxerto de Estrutura (ENXEST)

Fonte: O esquema ilustrado pelo Autor (2024) detalha as etapas do enxerto de estrutura realizadas no estudo. Em
C1, a sobreposicao estrutural, também realizado com o PyMOL, ¢ utilizado para reduzir as distancias atomicas
entre os dois modelos. Em seguida, em C2A, as CDRs do VH/NTZ sao removidas, enquanto, em C2B, as CDRs
dos VHHs nas posi¢des equivalentes também sdo excluidas. Em C3, ocorre a unificagdo das duas estruturas — as
CDRs do VH/NTZ e o framework do VHH — resultando, em C4, no VHH/NTZ, que mantém as conformacdes
originais das CDRs do VH/NTZ.

Antes da obten¢do do VHH/EST, o arquivo .pdb deve ser exportado como uma nova
estrutura. Em seguida, na quarta etapa realiza-se a manipulagdo do arquivo .pdb, contendo

as CDRs do VH/NTZ e o FR do VHH, para: (1) Ajustar as CDRs nas posi¢des corretas; (2)
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Estabelecer a conexdo adequada dos backbones, e (3) Unificar a estrutura em uma Unica cadeia
proteica. Para essa finalidade, utilizou-se um script em Python com as flags do pdbtools
(pdb_reatom, pdb reres, pdb chainbows), para unificar as estruturas (Jiménez-Garcia et al.,
2021). Esse processamento assegura: (1) a numeragao sequencial correta de atomos e residuos;
e (2) a substitui¢ao adequada das cadeias. Na estrutura final, denominada VHH/NTZ, as CDRs

do VH/NTZ sao incorporadas ao FR do VHH, resultando em uma molécula unificada.
3.7 Avaliacao dos Enxertos

Os enxertos foram avaliados pela diferenca nas posi¢des atdmicas dos nanocorpos antes
e apos o procedimento, utilizando sobreposi¢do estrutural no PyMOL com o VH/NTZ. O
RMSD foi calculado para o VH/NTZ sobreposto aos nanocorpos pré e pos-enxerto. Valores
proximos de zero indicam alinhamento adequado das CDRs enxertadas com as do VH/NTZ,
confirmando a eficdcia do método. Complementarmente, o Abalign foi empregado para
alinhamento de sequéncia multipla (MSA), permitindo anélise de frequéncia de residuos, perfis

de mutacdo e diversidade das CDRs (Zong et al., 2023)
3.8 Predicao das Propriedades dos Nanocorpos
3.8.1 Predicao da Natividade

Sequéncias com alta natividade sdo aquelas que apresentam caracteristicas in vivo
semelhantes as de anticorpos produzidos naturalmente pelo sistema imunolédgico, sugerindo
que houve poucas modificacdes em suas estruturas. Para avaliar a natividade dos nanocorpos
antes dos enxertos, utilizou-se o AbNatiV (Ramon ef al., 2024), uma ferramenta baseada em
aprendizado profundo desenvolvida para estimar o grau de "natividade" de macromoléculas.
Essa abordagem quantifica com precisdo a probabilidade de uma sequéncia pertencer a
distribuicao de dominios variaveis nativos, abrangendo anticorpos e nanocorpos. O AbNatiV
conta com quatro modelos distintos, treinados em diferentes tipos de sequéncias: (1) cadeias
pesadas humanas (VH), (2) cadeias leves kappa (Vx), (3) cadeias leves lambda (V) e (4)
dominios Unicos de cadeias pesadas de camelideos (VHH). Para esta andlise, a sequéncia foi
submetida ao modelo VHH, mantendo-se os parametros padrdo do software, sem modificacdes

adicionais.
3.8.2 Populagoes de Estrutura Secunddria

Compreender a estrutura secundaria ¢ essencial para otimizar o design de paratopos e
regides de interacdo com antigenos, uma vez que essas estruturas influenciam diretamente a

estabilidade, flexibilidade e funcdo dos anticorpos (Zhao et al, 2024). Anticorpos e outras
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proteinas geralmente adotam, em maior ou menor grau, um dos oito tipos de estrutura
secundaria, que determinam a conformacao terciaria final, especialmente nas CDRs. Cada um
desses estados encenar papel especifico na organizagdo geral das proteinas, refletindo a
diversidade estrutural que elas, e particularmente as CDRs dos anticorpos, podem apresentar.
Essa variedade de oito estados ndo representa incertezas nas previsdes, mas sim as multiplas
conformagdes que essas regides podem assumir. As folhas 3, por exemplo, sdo predominantes
nas regides FR, proporcionando estabilidade estrutural, enquanto as CDRs apresentam alta
frequéncia de alcas, que sao muito flexiveis e essenciais para se ajustarem a epitopos especificos
(Micsonai et al, 2022). Embora raro, ja foram observadas CDRs contendo o-hélices.
Compreender os estados secundarios dos nanocorpos apds os enxertos € essencial para verificar
se a introducdo das CDRs causou alguma altera¢do nas estruturas secundarias dos nanocorpos
enxertados em relagdo a sua versao nativa. O método s2D (Sormanni et al., 2015), utiliza dados
de RMN baseados em solugdo para prever populagdes de estruturas secundarias. E por isso, foi
usado para identificar as estruturas secundarias dos nanocorpos. Esse método permite
caracterizar a estrutura secundédria de maneira integrada e unificada, exigindo apenas a
sequéncia como entrada. Além disso, foram mantidas as configuracdes padrao do s2D, sem

alteragdes de parametros.
3.8.3 Regioes Intrinsicamente Desordenadas (IDRs)

A presenga de regides desordenadas em anticorpos pode comprometer sua estabilidade
estrutural, reduzir a especificidade no reconhecimento de antigenos e prejudicar a eficacia
imunolodgica. Desordens excessivas ou em locais inadequados favorecem interagdes
inespecificas, podendo resultar em autoimunidade ou baixa afinidade com os alvos. O software
RaptorX-Property (Wang et al, 2016), validado por iniciativas como CASP'? (Critical
Assessment of Structure Prediction) e CAMEO, foi utilizado para predizer regides
intrinsecamente desordenadas (IDRs) nos nanocorpos. Este método emprega o modelo
DeepCNF (Deep Convolutional Neural Fields), baseado em aprendizado de maquina, para
identificar proteinas e regioes desordenadas (IDPs/IDRs) a partir do perfil de sequéncia,
mantendo os pardmetros padrdo. As CDRs, oriundas do rearranjo V(D)J, tendem a retratar
maior propensdo a desordem comparadas as regides FR. Apesar de sua flexibilidade e

variabilidade conformacional, ndo sdo necessariamente desordenadas, sendo majoritariamente

12 CASP (Critical Assessment of Structure Prediction): Um experimento internacional bienal que avalia, de forma
cega, a precisdo de métodos de predigdo estrutural (partir de sequéncias) ao comparar modelos computacionais
com estruturas de proteinas ainda nao publicadas, servindo como referéncia para avangos na modelagem 3D.



55

constituidas por loops. Como o enxerto de CDRs pode alterar regides previamente estaveis, €

essencial avaliar os niveis de desordem estrutural nos nanocorpos pés-modificacao.
3.8.4 Potencial de Agregacgdo

Agregados formados por mAbs e proteinas terapéuticas, como mencionam Lundahl et
al. (2021), podem provocar uma resposta imune indesejada, comprometendo sua estabilidade e
funcionalidade. Além disso, a tendéncia a agregacdo impacta diretamente a produgdo,
purificagdo e armazenamento dos nanocorpos, influenciando o custo e a viabilidade de
desenvolvimento em larga escala (Perchiacca; Tessier, 2012). Assim, compreender o potencial
de agregacdo dos nanocorpos ¢ fundamental, pois a agregagdo pode reduzir a eficacia
terapéutica e aumentar o risco de reagdes imunologicas adversas em pacientes. Ao entender e
prever esse potencial, ¢ possivel modificar as estruturas dos nanocorpos para reduzir a
agregacao, melhorar a solubilidade e, consequentemente, aumentar a seguranca e a eficiéncia
dos tratamentos. As possiveis Regides Propensas a Agregacao (APRs, do inglés Aggregation-
Prone Regions) dos nanocorpos foram analisadas utilizando o software AggreProt que exige a
sequéncia de amino4cidos para fazer as predi¢des. O AggreProt ¢ uma ferramenta que utiliza
cinco redes neurais profundas (DNNs) para analisar e prever automaticamente regides
propensas a agregacdo em proteinas. A previsdo ¢ realizada em nivel de residuo, utilizando
apenas a sequéncia da proteina como entrada. Todas as predi¢cdes foram feitas com os

parametros padrao, sem modificagdes nos ajustes (Planas-Iglesias ef al., 2024).
3.8.5 Potencial de Solubilidade

A solubilidade de anticorpos ¢ um parametro critico para evitar agregacao, que pode
desencadear respostas imunologicas indesejadas e comprometer a eficacia terapéutica.
Anticorpos soluveis também apresentam maior facilidade de purificagdo e formulagao,
reduzindo custos e viabilizando a producdo em larga escala (Perchiacca; Tessier, 2012). A
predi¢do computacional da solubilidade permite a detec¢do precoce de problemas estruturais,
possibilitando intervengdes racionais para aumentar a estabilidade e o desempenho clinico. A
transferéncia de CDRs entre espécies pode impactar negativamente a solubilidade dos
nanocorpos, sendo, portanto, fundamental avaliar eventuais alteragdes em relacao aos modelos
nativos que possam comprometer essa propriedade nos VHH/NTZ. Métodos de avaliacdo da
solubilidade podem ser classificados, conforme Grossmann e McClements (2023), em relativa,
maxima e preditiva. Neste estudo, utilizou-se a fungdo CamSolpH, do software Chemistry of
Health, desenvolvido por Oeller et al. (2023), para predizer a solubilidade intrinseca dos VHHs

com base em sua estrutura 3D no estado desenovelado, em pH fisiologico (7,4). Apenas as
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coordenadas estruturais foram fornecidas, mantendo-se todos os demais parametros padrao.
Essa abordagem ¢ relevante, pois regides hidrofobicas internas, presentes em proteinas
enoveladas, podem apresentar baixa solubilidade intrinseca. Métodos baseados unicamente na
acessibilidade superficial ndo capturam essas regides com precisao (Oeller et al., 2023). O
CamSolpH atribui pontuacdes de solubilidade a cada residuo da sequéncia: valores >1 indicam
alta solubilidade, enquanto valores <—1 indicam baixa solubilidade. Também ¢ gerada uma

pontuagdo global da proteina. Para ajuste de pKa, o software permite a integragdo com o

PROPKA, que estima os valores com base na estrutura tridimensional (Rostkowski et al., 2011).
3.8.6 Termoestabilidade

Nanocorpos ostentam elevada termoestabilidade, mantendo sua estrutura e
funcionalidade mesmo sob altas temperaturas; uma caracteristica intrinseca que os distingue
dos anticorpos convencionais, sendo particularmente valiosa em aplica¢des terapéuticas e
diagnésticas (Kim et al., 2023). No entanto, substituicdes aminoacidicas em regides especificas
podem comprometer essa propriedade. Para avaliar eventuais perdas de termoestabilidade apds
o enxerto, foi determinada a curva completa de estabilidade térmica dos nanocorpos utilizando
o SCooP, um sofiware que emprega potenciais estatisticos para prever transigoes de
enovelamento em dois estados, com base unicamente na estrutura tridimensional e€ no
organismo de origem (Gonnelli; Rooman; Dehouck, 2012). O SCooP opera com modelos
padrao, sem necessidade de ajuste de parametros, e realiza os calculos em 20-30 segundos. As
predicdes incluem tanto a temperatura de fusdo (indicador de estabilidade térmica) quanto a
energia livre de enovelamento a temperatura ambiente (indicador de estabilidade

termodindmica) (Pucci; Kwasigroch; Rooman, 2017).
3.8.7 Estabilidade de Pontos Fortes e Fracos

A energia livre de enovelamento global dos nanocorpos foi avaliada utilizando o
software SWOTein, que emprega potenciais estatisticos derivados de bancos de dados para
determinar a contribuicdo de cada residuo na estabilidade global da estrutura proteica. O
software requer apenas a estrutura tridimensional e a identificacdo da cadeia, sem alteragdes
nas configuragdes, mantendo as caracteristicas padrdo do SWOTein. O software analisa trés
tipos de descritores estruturais: (1) distancias entre residuos, que refletem interacdes locais ao
longo da cadeia (Pucci ef al, 2014); (2) angulos de tor¢ao da estrutura principal, englobando
forgas hidrofobicas (Rooman; Kocher; Wodak,1991); e (3) acessibilidade ao solvente,
responsdvel por descrever interagdes terciarias (Pucci et al, 2014). Os descritores

conformacionais permitem que o SWOTein calcula a energia livre de enovelamento por residuo
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(AG), classificando os residuos em categorias de forca e fraqueza. Esses residuos sdo atribuidos
a uma escala de calor, variando de Hard strength (forga forte) a Hard weakness (fraqueza
extrema). A escala inclui os seguintes parametros: Strength (forca), Moderate strength (forga
moderada), Mild strength (for¢a leve), Neutral (neutro), Mild weakness (fraqueza leve),
Moderate weakness (fraqueza moderada), Weakness (fraqueza) e Hard weakness (fraqueza
extrema). Quanto mais forte for o residuo, mais azul ele sera colorido, e quanto mais proximo
de uma fraqueza extrema, mais vermelho ele ficara. Com base nesses parametros, ¢ possivel
avaliar se as CDRs VH/NTZ afetam a estabilidade global do nanocorpo. Residuos mais azuis
indicam maior estabilidade conformacional, enquanto residuos mais vermelhos sao

considerados desestabilizadores, apontando para regides menos estaveis (Hou et al., 2021).
3.8.8 Avaliacdo de Humanidade

A plataforma BioPhi ¢ especializada no design, humanizagao e avaliacdo de humanidade
de anticorpos a partir de repertorios naturais. Esse sofiware exige apenas as sequéncias dos
anticorpos. Sendo assim, as sequéncias dos nanocorpos antes e apos os enxertos foram aplicadas
para verificar o nivel de humanidade deles. Para os nanocorpos, foi adotado o critério rigoroso
de > 90% dos individuos, ou seja, cada peptideo ¢ classificado como humano se for detectado
em 90% da populagao humana. A numera¢ao utilizada foi o esquema de Chothia, pois ¢ a
numeragdo menos desatualizada que o BioPhi disponibiliza. Esses parametros padrdo do BioPhi
mantidos inalterados. O BioPhi utiliza trés métodos distintos para essa andlise, incluindo a
fun¢do Identity OASis, que avalia a humanidade de uma sequéncia de anticorpos ao dividi-la
em fragmentos de nove aminoacidos sobrepostos, os quais sdo comparados com o banco de
dados Observed Antibody Space (OAS) para determinar sua prevaléncia na populacao humana.
A pontuagdo de Identity OASis de um anticorpo ¢ dada pela fracdo de seus peptideos que
atendem a um critério de prevaléncia estabelecido. Outra métrica do BioPhi ¢ a fungao Percentil
OASis, que calcula uma pontuagdo ao comparar o anticorpo modelo com todos os mAbs
disponiveis. A pontuagdo indica a proximidade do anticorpo com mAbs terapéuticos, onde 0%
significa nenhuma semelhanca e 100% indicam aminoacidos idéntica a de mAbs terapéuticos,
incluindo mAbs murinos, humanizados e humanos em estagio clinico. A métrica Germline
Content avalia a identidade da sequéncia do modelo em relagdo a linha germinativa (Prihoda et

al., 2022).
3.9 Docking Molecular dos VHH/NTZ com a Subunidade o4

O HADDOCK 2.4 ¢ uma ferramenta amplamente utilizada para o acoplamento de

estruturas na formacdo de complexos biomoleculares, com aplicagdes em interagdes proteina-
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proteina, proteina-ligante, proteina-oligossacarideo e proteina-dcido nucleico. Reconhecido
pelo CASP-CAPRI'? (Critical Assessment of Structure Prediction — Critical Assessment of
PRedicted Interactions) como um dos métodos mais eficazes na area (Vangone et al., 2017), o
HADDOCK adota uma abordagem de modelagem integrativa baseada nas estruturas
individuais dos componentes. Ele incorpora dados experimentais, como mutagénese, RMN,
espalhamento de raios X em baixo angulo (SAXS) e crio-EM, para definir restrigdes de
interacdo ambiguas que orientam e refinam a predicao do acoplamento estrutural (Honorato et
al., 2024). O protocolo de acoplamento no Haddock 2.4 consiste em trés etapas sucessivas,

empregando o pacote Crystallography and NMR System'? (CNS) como base in silico:

1. Docking de corpo rigido: Na primeira etapa (it0), ilustrado no item A (fungdo de
energia, Equagdo 2), as moléculas sdo tratadas como corpos rigidos, posicionadas a uma
distancia inicial de ~25 A e submetidas a rotagdes e translacdes aleatérias. A energia é
minimizada via CNS, empregando parametros padrdo de campos de forca (ex.: (¢_ij),
(k_b) e (k_0)). Apenas interagdes intermoleculares sdo consideradas, incluindo: Van der
Waals (VDW), interagdes eletrostaticas, e restrigoes experimentais (NMR/mutagénese).
As poses energeticamente favoraveis (menores energias de interacdo) sdo selecionadas
para etapas subsequentes de refinamento (Van Dijk; Bonvin, 2006).

A. Funcio de energia:

Eridgia = Evaw + Eelec T Erestraints 2)
Onde:
Van der Waals (Lennard-Jones):
_[/Rmin, ij\*? Rmin, ij\°
E,qw = z €lj (—) — 2 (—)
A} ry ry
i<j

Eletrostatica (Coulomb):

13 CAPRI (Critical Assessment of PRedicted Interactions): Uma iniciativa colaborativa que avalia métodos de
predigdo de interagdes proteina-proteina, com foco na modelagem de complexos moleculares, interfaces e contatos
residuais, com base em estruturas experimentais nao divulgadas.

14 CNS (Crystallography and NMR System): sistema computacional avancado para determinacdo e refinamento de
estruturas macromoleculares, originalmente desenvolvido para aplicagdes em cristalografia de raios-X e RMN. No
contexto do HADDOCK 2.4, o0 CNS ¢ empregado como motor de back-end para a execugao das etapas de dinamica
molecular, minimizagdo de energia e refinamento em solvente explicito, contribuindo para a geragdo de modelos
estruturais energeticamente favoraveis e conformacionalmente realistas de complexos biomoleculares.
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qiqj
L 4meqe (rij)rij
i<j

Eelec -

Restri¢oes experimentais (harmonicas):

Erestraints = Waist 2 max (O' (rk - rk,O)Z - 51%) -
k

wsymEsym + Waani Edani

2. Refinamento Semi-flexivel: Na segunda etapa (itl), visto em B (fun¢do de energia,
equagao 3). As estruturas selecionadas sao submetidas a uma etapa de refinamento semi-
flexivel composta por: (1) minimizacdo rigida, (2) flexibilizacdo progressiva dos
residuos da interface, incluindo cadeias laterais e backbone, e (3) minimizagdo em
solvente implicito. Essa fase utiliza algoritmos de simulated annealing’> em espaco de
torsdo para escapar de minimos locais e otimizar o acoplamento, balanceando acuracia
e custo computacional.

B. Funcio de energia:

Esemi—flex = Lyrigia T Epona + Eangle + Eginedarai (3)
Onde:

Ligacgoes covalentes (harmonicas):

Epona = z Kp (r — 7”0)2

) bonds
Angulos (harmonicos):

Eangle = z Ko (6 — 90)2

angles

Diedros (periodicos):
Fanearat = ). Ko [1+cos(n@ — 8)]
dihedrals

E o algoritmo do Simulated Annealing que usa perfil de temperatura exponencial:

T(t) = Tiniciai - e~

15 £ um protocolo de otimizagdo termicamente controlada aplicado durante o refinamento semi-flexivel. Utiliza
um perfil exponencial de temperatura combinado com MD e critérios de aceitagdo baseados em energia, visando
escapar de minimos locais e gerar estruturas de complexos biologicamente plausiveis, respeitando restrigdes
experimentais. O processo ¢ finalizado com uma minimizagao em baixa temperatura.
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3. Refinamento em Solvente Explicito: Na etapa final (water), as estruturas sdo imersas
em agua explicita (modelo TIP3P) e submetidas a uma curta simulagdo de dindmica
molecular (5-10 ps) para alcangar o equilibrio termodinamico, seguida de uma
minimizacao final. Esta fase utiliza a fungdo de energia descrita na equagao 4 (ver item
C) e visa refinar as interagdes intermoleculares sob condigdes proximas as fisioldgicas,
promovendo maior estabilidade e realismo estrutural ao complexo.

C. Func¢ao de energia:

EMD = Ebonded + Enon—bonded + Erestraints )
Onde:

Solvatagdo (modelo explicito)

Eron—bondea = z (Evdw + Eelec) +

protein—water

z (Evdw + Eelec)

water—water
MD - Equacgées de Verlet e for¢a derivada da energia

(Faz a atualizacdo das posigdes atdmicas)

r(t +A4t) =2r(t) —r (t — At) + % At?

F(t) = —VEyp
MD - Termostato de Berendsen

(Ajusta a temperatura do sistema suavemente ao longo do tempo)

At (Tawo
new — y. . |1 —(“ —1)
Vi P T

MD - Gradiente conjugado de Polak-Ribiere

(Minimizag¢ao final; remove tensoes e relaxa geometrias residuais)
dy = = VEup(Xi) + Brdi-1

B, = VEMD(xk)T (VEup (xx) — VEmp (Xk-1))
. VEyp(xXk-1)" VEyup (Xk-1)

Antes da etapa de docking molecular, tanto os VHH/NTZ quanto a subunidade o4 da

integrina 04P1 (antigeno) foram preparados conforme o protocolo do HADDOCK 2.4. Essa

preparacdo incluiu a manutencdo dos arquivos .pdb, a correta identificacdo das cadeias, a
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indetificacdo do estado de protonacao das histidinas (MolProbity) e a aplicacao de restri¢des do
tipo ambig.tbl, que definem os residuos ativos e passivos, conforme apresentado na Tabela 2.
Ressalta-se que restricdes do tipo unambig.tbl nao foram utilizadas, pois sdo recomendadas
apenas para proteinas com multiplas cadeias.

As abordagens empregadas foram o docking cego e o docking dirigido. No docking
cego, toda a superficie da proteina foi explorada para o reconhimento do sitio de interagdo, sem
defini¢do prévia da regido de acoplamento. Essa estratégia ¢ particularmente util quando ha
pouca informagdo sobre os locais ativos e, neste estudo, foi aplicada para verificar se os
complexos VHH/NTZ mantém a especificidade pelo sitio-alvo (Yan et al., 2020). J& o docking
dirigido concentra-se em regides previamente caracterizadas ou hipotetizadas como sitios de
interagdo, baseando-se em pockets'® ativos identificados por analises tedricas ou experimentais.
Essa abordagem restringe o espago de busca e tende a gerar um niimero maior de complexos
em comparagdo ao docking cego (Van Dijk; Boelens; Bonvin, 2005). Ambas as estratégias
foram aplicadas aos trés tipos de enxertos avaliados. Os residuos ativos do NTZ foram definidos
como aqueles presentes nas trés regides CDRs do dominio VH. Ja os residuos ativos da
subunidade a4 foram obtidos a partir do arquivo 4IRZ, correspondendo aos residuos do
antigeno que interagem com os dominios VH/VL do NTZ. Os residuos passivos da subunidade
04 foram considerados como todos os residuos do dominio S-propeller dessa subunidade.
Embora seja comum definir residuos passivos como aqueles situados a até 5 A dos residuos
ativos (o que foi feito apenas para o docking dirigido), optou-se por incluir todo o dominio S-
propeller da subunidade a4. Essa estratégia ampliou o espago de busca dos VHH/NTZ,
permitindo uma identificagdo imparcial do sitio de interagdo correspondente ao VH/NTZ e
garantindo que as CDRs do VHH/NTZ mantivessem sua especificidade pelo sitio-alvo. Os
calculos de docking dos VHH/NTZ foram realizados em duas abordagens distintas, ambas
utilizando dgua como solvente explicito. As etapas de acoplamento envolveram a geracdo de
1000 complexos no acoplamento de corpo rigido (configuracdo padrdo), seguidos por 250
complexos para refinamento semiflexivel e refinamento explicito com solvente. Foi
desenvolvido um script em Python que automatiza desde a preparacdo das estruturas até a

analise dos resultados, otimizando o processo e assegurando eficiéncia e reprodutibilidade.

16 S3o depressdes topograficas localizadas na superficie de macromoléculas, especialmente proteinas, que
apresentam propriedades estereoquimicas e fisico-quimicas favoraveis a interagdo com ligantes. Caracterizam-se
por geometria complementar, potencial eletrostatico apropriado e presenca de residuos propensos a interagcdes nao
covalentes. Esses sitios funcionais podem ser identificados por métodos experimentais ou computacionais e,
quando previamente validados, constituem alvos preferenciais em abordagens de docking dirigido, uma vez que
restringem o espago de busca e aumentam a relevancia estrutural das predigdes.
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Tabela 2 — Residuos Ativos do VH/NTZ e da Subunidade 04 e Residuos Passivos da Subunidade o4

Proteinas

Residuos ativos

Residuos passivos

Docking cego

Docking dirigido

Natalizumabe (VH)

2526272829303132
3352 535455569798
99100 101 102 103 104
105 106 107 108 109 110

Subunidade o4

121 123 124 131 134 135
137 147 152 155 162 175
201 206 208 230 256

1467891213 141516
2022242930313740
42 43 44 45 47 48 49 50
515356576061 62 64
65 66 67 68 69 70 71 74
7576 7778 79 80 81 82
83 84 86 878991 9597
98 99 100 102 103 104
105106 112 114 119 121
122 123 124 125 126 130
131 133 134 138 140 142
143 144 145 146 149 151
152 154 156 157 158 159
160 161 162 166 168 170
172173 174 175 176 177
181 184 186 187 188 190
195 198 199 200 201 202
203 204 205 206 207 208
209210211212213214
215219 223 225 226 229
230231 232237 238 240
243 244 246 252 253 254
255256 259 260 261 262
263 265 266 267 268 269
270274 276 278 280 284
285 286 293 297 298 299
300301 304 309 313 314
315317 319 320 322 323
326 327 328 329 331 336
338 340 343 344 347 348
349 351 356 361 362 363
364 365 372 373 374 375
376 379 380 382 387 388
389390 392 393 398 400

262728557173 8488
100 101 102 105 106 107
108 109 110 111 112 113
115117 118 119 120 122
125126 127 129 130 132
133 136 138 139 140 141
144 145 146 148 149 150
151 152 153 154 156 157
158 159 169 161 163 164
165167 168 173 174 176
177 178 180 185 186 191
193 194 195 196 197 199
200 202 203 204 205 207
209210 226 228 229 231
2321233 254 255 257 258
259 286 287
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403 404 408 409 410 411
413 418 421 429 431 432

Fonte: A tabela elaborada por Autor (2024) apresenta a posi¢ao exata dos residuos ativos e passivos, conforme a
numeragdo padrdo do PDB, no antigeno (subunidade 04) e os residuos ativos do dominio VH/NTZ para ambos os

tipos de docking: cego e dirigido.
3.9.1 Validacdo dos complexos VHH/NTZ-a4

Para validar o HADDOCK 2.4, foi utilizada a estratégia de re-docking, que serve para
verificar a confiabilidade do soffware empregado na geracdo dos complexos. O método de re-
docking envolve etapas cruciais, comecando pela utilizacdo obrigatoria da estrutura
cristalografica de referéncia. Seu principal objetivo € a recriagdo da posicdo original do alvo
em relagdo ao seu receptor. Dessa forma, os complexos gerados sdo comparados com a estrutura
resolvida experimentalmente, permitindo avaliar se o programa consegue identificar uma
conformag¢do que se aproxime ao maximo da estrutura experimental (Mateev et al., 2022). O
PDBID 4IRZ foi utilizado, contendo a subunidade o4 da integrina a4f1 associada ao
Natalizumabe. Em seguida, a estrutura foi dissociada e dividida em trés arquivos: um com o0s
dominios VH/VL, outro contendo apenas o VH e um terceiro com a subunidade a4. A partir
disso, foram realizados dois re-dockings: o primeiro focado exclusivamente no dominio VH e
o segundo considerando os dominios VH/VL do Natalizumabe, ambos utilizando abordagens

de acoplamento cego e dirigido.
3.9.2 Escolha dos Melhores Complexos

Os melhores complexos foram aqueles em que os VHH/NTZ se posicionaram no sitio
de interagdo do VH/NTZ. A selecdo desses complexos foi realizada com o software DockQ,
desenvolvido por Basu e Wallner (2016), que utiliza uma métrica continua combinando os
parametros Fnat, LRMS, iRMS, Fnonnat, F1 e Clashes em uma tunica pontuagdo. Essa
pontuagdo permite avaliar a qualidade dos modelos de encaixe proteina-proteina (Lensink;

Wodak, 2013).

e Fnat (Fraction of Native Contacts): mede a fracdo de contatos nativos mantidos apos o

docking, avaliando a similaridade estrutural.

e LRMS (Ligand Root Mean Square Deviation): calcula o desvio médio quadratico
(RMSD) do ligante em relagdo a estrutura de referéncia, avaliando a precisao global do

acoplamento.
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e iRMS (Interface Root Mean Square Deviation): mede o RMSD considerando apenas os

residuos na interface de interagdo, avaliando a precisao local.

e Fnonnat (Fraction of Non-Native Contacts): quantifica a fragdo de contatos ndo nativos

presentes no modelo previsto, indicando a presenca de interagdes incorretas.

e F1: combina precisdo (PPV - Positive Predictive Value) e sensibilidade (TPR - True
Positive Rate) para fornecer uma medida equilibrada de desempenho do modelo de
docking no acerto tanto os contatos especificos quanto a cobertura da interface de

interagao.

e Clashes (Colisdes): identifica colisdes atdmicas dentro do modelo, ajudando a detectar

conformagdes estereoquimicamente inviaveis.

Quando os valores de LRMS e iRMS se aproximam de 0 e Fnat se aproxima de 1, a
tendéncia ¢ que a pontuagdo DockQ esteja mais proxima de 1,0. Assim, a classificacdo dos

modelos atribuidos pelo DockQ segue a seguinte escala:

e 0.00 <DockQ < 0.23: Incorreto

e 0.23 < DockQ < 0.49: Qualidade aceitavel
e 0.49 < DockQ < 0.80: Qualidade média

e DockQ > 0.80: Alta qualidade

Essa escala facilita a anédlise comparativa entre diferentes predigdes. A figura 18 ilustra
melhor essa selegdo. Para avaliar a eficacia dos métodos computacionais de docking, ¢
fundamental verificar a qualidade dos modelos gerados, comparando-os com estruturas nativas
experimentais. No entanto, como os VHH/NTZ ndo possuem estruturas cristalograficas, o uso
direto do DockQ nao foi viavel. Para contornar essa limitag¢do, foi aplicada a estratégia do
"complexo fake", uma estrutura biomolecular artificial criada para facilitar analises
comparativas. Nesse contexto, o “complexo fake” foi gerado combinando partes de dois
complexos distintos: o antigeno derivado do docking e o anticorpo (VH/NTZ) da estrutura
cristalografica. Essa abordagem permite avaliar interagdes e a distribuicdo espacial de forma
mais realista na auséncia de dados cristalograficos.

O complexo foi construido removendo o dominio VL e mantendo apenas o dominio VH
e o antigeno. Posteriormente, esse complexo VH/04 foi sobreposto com um modelo gerado de
VHH/04, sendo o VHH-NTZ (docking) e o antigeno (cristal) removidos. Assim, resultando em
um complexo VH/NZT (cristal) e a4 (oriundo do docking). Curiosamente, apenas remover o

dominio VL e manter o VH/NTZ-04 nao foi suficiente para gerar um “complexo fake” que o
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DockQ pudesse interpretar corretamente. Por isso, a estratégia bem-sucedida consistiu em
manter o antigeno do docking e o VH do cristal para formar o “complexo fake”. Esse
procedimento garante que o antigeno e o dominio VH estejam posicionados no local desejado,
permitindo ao DockQ comparar a sobreposi¢ao dos modelos gerados com o “complexo fake”.
Quanto maior a sobreposicao, mais fiéis sdo as intera¢des preditas. A estratégia foi aplicada aos
trés tipos de enxertos, ¢ um script em Python foi desenvolvido para automatizar todas as

analises, agilizando o processo de filtragem com base nas pontuagdes do DockQ.

Figura 18 — Complexo VHH/NTZ-04 de Alta e Baixa Qualidade Segundo DockQ

@ Subunidade a4
@ Pose de qualidade baixa (0.101)

@® Ssubunidade a4
Pose de qualidade alta (0.874)
VH/NTZ

Fonte: Esquema elaborado pelo Autor (2025) para ilustrar a qualidade das poses de acordo com a pontuagdo do
DockQ. Em (A), observa-se um complexo contendo seu VHH/NTZ na cor ciano, indicando alta qualidade (DockQ
> 0.80), sobreposto ao dominio VH/NTZ, representado em amarelo escuro. Em (B), ¢ apresentado um complexo
com seu VHH/NTZ na cor azul escuro, caracterizando uma pose de baixa qualidade (DockQ < 0.23, considerada

incorreta), quando sobreposto ao dominio VH/NTZ.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao da interface Natalizumabe/o4

A interface entre anticorpo (Ab) e antigeno (Ag), conforme discutido por Reis et al.
(2022), ¢ descrita como uma regido especifica da Superficie Excluida de Solvente (SES) no
complexo antigeno-anticorpo. Durante a formacdo desse complexo, os residuos envolvidos na
interacao tendem a ficar ocultos na interface, especialmente aqueles com alta especificidade.

No entanto, a simples ocultagdo ao solvente ndo ¢ um indicativo direto de

especificidade, pois nem todos os residuos enterrados participam ativamente do
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reconhecimento molecular. Compreender essas interagdes, especialmente em mAbs comerciais,
como o Natalizumabe e seu antigeno a4, ¢ fundamental para o desenvolvimento de novas
terapias (Marchand; Van Hall-Beauvais; Correia, 2022). Essa analise inicial oferece uma base
estratégica para projetar moléculas capazes de mimetizar ou aprimorar essas interacoes.

Para garantir a confiabilidade dos dados da nova interface entre NTZ e a subunidade 04,
foram utilizadas andlises moleculares com dois preditores de interagdes proteina-proteina
(PPIs), RING e RINmaker, permitindo a comparagao dos resultados. A Figura 19 apresenta as
informacdes geradas por ambos os softwares. As subfiguras 19A e 19D mostram os diferentes
tipos de interagdes na interface VH/NTZ-04, incluindo ligagdes de hidrogénio, interagdes entre
grupos carregados e idnicas, como pontes salinas.

Estas ultimas sdo altamente estaveis devido a atragdo eletrostatica entre cargas opostas
(Novotny; Sharp, 1992). Também ocorrem interagdes entre grupos apolares, que minimizam a
exposicdo ao meio aquoso. Essas interagdes, conhecidas como forcas de VDW, predominam
entre cadeias laterais apolares, como grupos hidrocarbonetos (Sundberg; Mariuzza, 2002;
Kusova et al., 2022).

Na interface VH/NTZ-a4, as interagcdes mais frequentes sao as de VDW, com 45
ocorréncias identificadas pelo RING e 72 pelo RINmaker. As interagdes de hidrogénio
(HBOND) aparecem em menor nimero, totalizando 13 no RING e 9 no RINmaker, sendo VDW
e HBOND o primeiro e o segundo tipo de interacao mais prevalente, respectivamente. O RING
considera moléculas de 4gua nos célculos, o que amplia a detecgao de HBOND, uma vez que,
segundo Raymer et al. (1997), essas moléculas frequentemente mediam interagdes de
hidrogénio entre Ab-Ag. As distancias médias das interacdes de hidrogénio no complexo
antigeno-anticorpo variam entre 2,7 A e 3,5 A, valores compativeis com os observados na
interface VH/NTZ-04. As Figuras 19C e 19F indicam distancias de 3,2 A, dentro do esperado
para esse tipo de interagao.

Também sao observadas interagdes entre anéis aromaticos, como nos residuos de Phe,
Tyr e Trp, além de interagdes com grupos carregados positivamente, como Arg e Lys. Essas
interacdes incluem m-m (entre nuvens de elétrons ), m-cation (entre um anel aromatico € um
cation) e m-n stacking, fundamentais para a complementariedade hidrofébica, estabilidade
estrutural, especificidade antigénica e resisténcia a variagdes dindmicas na interface. O
RINmaker classifica todas as interagdes m como hidrofobicas, diferente do RING.

No contexto das interagdes moleculares na interface VH/NTZ-04, Tyr33 e Thr32
destacam-se como os principais Residuos Determinantes de Especificidade (SDRs) da CDR

H1. Tyr33 estabelece uma interagdo m-cation importante com o dtomo NZ da Lys201 (5,27 A,
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28,11°) e participa de interacdes de VDW, que contribuem para a estabilizagdo do complexo
(Osajima et al., 2014). Thr32, além das interacdes VDW, forma uma HBOND entre seu atomo
O e 0 NZ da Lys201 (3,67 A, 113,40°).

Em comparagdo, os demais SDRs da CDR HI apresentam interacdes menos
expressivas, como as HBONDs entre Lys30-Lys201 e Asp31-Asn200. Na CDR H2, Asp52
sobressai como o SDR mais relevante, sendo o unico residuo a formar interagdes ionicas diretas,
a mais forte na interface Ab-Ab VH/NTZ-04 (15-40 kJ/mol). Asp52 estabelece duas pontes
salinas essenciais para a estabilidade estrutural e reconhecimento molecular (Reis et al., 2022):
uma entre seus atomos OD1/0OD2 e o NZ da Lys201 (2,5 A e 3,2 A) e outra ligacio idnica com
o H da Lys201 (3,45 A, 151,23°). Além disso, forma HBONDs com Lys201 e Thr199,
complementadas por interagdes VDW. Embora individualmente fracas (0,44 kJ/mol), essas

interagdes, em conjunto, refinam o ajuste molecular e reforgam o contato estrutural.

Figura 19 — Interagdes Entre VH/NTZ-a4 Obtidos Através do Software RING ¢ RINmaker

Ligagdes HBOND . _ _ _ _ __ , o Ligagoes HEOND o e e
W MC_SC: 3 (23.1%) I SC_SC-3(33.3%) |
= MCMC:2(15.4%) | W MC_SC-2(22.2%) '
BN SC_SC: 4 (30.8%) MC_MC - 2 (22.2%)

° = SC_MC: 4 (30.8%) o SC_MC - 2 (22.2%)

Tipos de Interacoes
mm VDW: 72 (82.8%)
m— ONIC: 2 (3.2%) ~~ mmE HBOND: 9 (10.3%)
mmm PICATION: 1 (1.6%) mmm HYDROPHOBIC: 5 (5.7%)

= PIPISTACK: 1 (1.6%) ° . IONIC: 1 (1.1%)

Tipos de Interagdes
. VDW: 45 (72.6%)
mmm HBOND: 13 (21.0%)

HYDROPHOBIC

vDW

HBOND
PIPISTACK

IONIC
PICATION

[ 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 6

Fonte: Os graficos elaborados por Autor (2024) apresentam uma analise das intera¢des na interface de Ab-Ag. No
grafico na esquerda em A, observa-se tanto a porcentagem quanto a quantidade total de interagGes presentes. Ja o
grafico B ainda na esquerda revela a distribuicao das ligagdes de hidrogénio (HBOND) entre as por¢des lateral e
central dos aminoacidos, destacando se ocorrem na cadeia principal (MC, Main Chain) ou na cadeia lateral (SC,
Side Chain). Ja em C na esquerda mostra a distAncia média das interagdes em angstroms A. J4 no grafico a direita
em D, observa-se tanto a porcentagem quanto a quantidade total de interacdes presentes. Em E revela a distribuicdo
das ligagdes de hidrogénio (HBOND) entre as por¢des lateral e central dos aminoacidos, destacando se ocorrem

na cadeia principal (MC, Main Chain) ou na cadeia lateral (SC, Side Chain). Ja em F mostra a distancia média das
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interagdes em angstroms (A) curiosamente todas as interagdes de carater hidrofobico na interface ¢ representada
pelo sofiware como um tnico grupo.

A H3 do VH/NTZ, a maior entre as CDRs, concentra a maioria dos residuos cruciais
para o reconhecimento e estabilizacdo do complexo (figura 20). Destaca-se Tyr101, um dos
principais SDRs, por sua intera¢do n-n stacking com Tyr202 da subunidade o4 (distancia de
4,82 A, angulo de 14,42° e orientacdes de 48,14y e 14,425). Além disso, Tyr101 estabelece
HBOND e interagoes VDW, reforcando sua importancia na interface molecular. Outros SDRs
da CDRH3, como Gly103 e Asn104, apresentam os maiores quantitativos d¢ HBOND e VDW.
Asnl104 se destaca pelo maior aumento na area de superficie enterrada acessivel (ABSA) apos
a formacgdo do complexo, seguido por Gly103 (figura 21). Tyr108 também ¢ critico, formando
uma interagdo n-m stacking com Tyr202 da a4, com caracteristicas geométricas idénticas as de
Tyr101. As Tyrl01 e Tyrl08 atuam como residuos-ancora na interface VH/NTZ, sendo
essenciais para a estabilidade e especificidade do complexo (Yu; Schiirpf; Springer, 2013).

A alta abundéncia de Tyr na interface VH/NTZ reforca os achados de Ramaraj ef al.
(2012), que identificaram Tyr como um dos residuos mais frequentes em interfaces Ab-Ag.
Embora o complexo seja estabilizado por diversas interagdes, como ligagdes cation-r e n-m, as
HBOND desempenham um papel central, sendo a principal contribuicdo das interagdes
hidrofilicas ndo covalentes.

A CDRH3 do NTZ apresenta maior quantidade de HBOND e interagdes de VDW em
compara¢do com as regidoes H1 e H2, corroborando a relevancia funcional da H3 no contato
com o antigeno. Esse papel predominante ¢ confirmado pelo estudo de Qu et al. (2021), que
demonstrou ser possivel prever quais das CDRs tém maior influéncia na captura do antigeno
com base no nimero de HBOND. A segmentacdo das interfaces Ab-Ag em unidades
independentes (CDR-Ag) emerge como uma abordagem promissora para entender melhor as
contribui¢des de cada CDR no reconhecimento antigénico, com implicagdes para a otimizacao
de mAbs comerciais e o desenvolvimento de mAbs miméticos (Liu ef al., 2022).

O alanine scanning’’ surge como uma conduta eficiente e de baixo custo computacional
para investigar esses impactos, de acordo com Moreira, Fernandes e Ramos (2007). Assim, ¢

oportuno sugerir que substituicdes nos aminoacidos SDRs do VH/NTZ podem comprometer a

17 Método computacional de mutagénese virtual que avalia a contribuicdo funcional ou energética (AAG) de
residuos individuais em proteinas. Consiste na substitui¢do sistematica de aminodcidos nio alanina por alanina
(mutagdo pontual) em um modelo estrutural, com o objetivo de identificar hotspots criticos para intera¢des
moleculares ou estabilidade. A alanina ¢ escolhida por ostentar uma cadeia lateral simples (grupo metil, -CHs), que
reduz interacdes especificas do residuo original sem comprometer significativamente a integridade estrutural da
proteina.
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afinidade e especificidade do complexo NTZ/a4, destacando a necessidade de analises

detalhadas para avaliar possiveis modificagdes.

Figura 20 — Posi¢do dos Aminoacidos nas Regides FR ¢ CDRs do Dominio VH/NTZ

o_ __________________________________________________ —

26 27 28 29 30 31 32

1 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFNIKDTYIHWVRQAPGQRLEWMGRIDPANGYTKYDP 62

63 KFQGRVTITADTSASTAYMELSSLRSEDEAVYYCAREGYYGNYGVYAMDYWGQGTLVIVSSA 124

00000000000000
95 96 97 98 99 100 101 102

100A 1008 100C 100D 100E 100F

Fonte: A ilustracdo desenvolvida por Autor (2024), utilizando o software PyMOL, apresenta em A, as sequéncias
de aminoacidos do dominio VH/NTZ, com destaque para as CDRs. As regides H1, H2 e H3 sdo realcadas em cores
rosacea, ouro ¢ verde claro, respectivamente. As CDRs também sdo ampliadas, evidenciando suas posi¢des de
acordo com o esquema de Chothia. Na Figura B, ¢ exibida a estrutura tridimensional completa do dominio VH,
com a regido FR representada em cinza. Ja na Figura C, sdo destacados exclusivamente a regides das CDRs H1,
H2 e H3, nas mesmas cores usadas anteriormente.

Os resultados do RING e RINmaker indicam que a interface VH/NTZ-04 ¢ composta
por intera¢des n-stacking, n-w stacking, VDW e hidrofobicas, em concordancia com os achados
de Dalkas et al. (2014) e Reis et al. (2022) sobre interfaces Ag-Ab. Isso destaca a eficicia desses
softwares na identificacdo de interagdes moleculares. No entanto, sua abordagem estatica pode
limitar a analise da interface. Simula¢des dinamicas, ao considerarem movimentos moleculares
em condigOes mais realistas oferecem uma visdo mais detalhada e devem ser utilizadas como
complemento, apesar do maior custo computacional (Barraza et al., 2024). A Area de Superficie
Enterrada (BSA) (Figura 21) ¢ amplamente utilizada para caracterizar interfaces

biomoleculares, refletindo o grau de contato entre moléculas. Em interagdes Ag-Ab, valores de
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1.500 a 2.500 A2 indicam interfaces estaveis, podendo chegar a 4.000 A2 em casos expandidos
segundo Chen, Sawyer e Regan (2013). Ja a Area de Superficie Acessivel ao Solvente (ASA)
quantifica a fragdo exposta da superficie molecular, sendo essencial para avaliar solubilidade,
acessibilidade e funcionalidade.

No complexo VH/NTZ-a4 existe: (1) Residuos Criticos — Thr198, Lys256, Glu255 e
Aspl61 (antigeno) estdo mais enterrados, evidenciando sua relevancia na complementaridade
entre as moléculas (Burgoyne; Jackson, 2009; Greenspan, 2023). A presenca de cargas opostas,
como Lys256 e Glu255/Aspl61, sugere interagdes eletrostaticas estabilizadoras, enquanto
Thr198 pode formar ligagdes de hidrogénio, contribuindo para a especificidade da interagao.

(2) Distribui¢do dos Residuos Interfaciais — A diferenca no numero de residuos
interfaciais, com 21 no VH/NTZ e 27 na 04, indica uma intera¢do assimétrica e sugere uma
adaptacdo conformacional do antigeno. O paratopo do NTZ, composto por 27 residuos,
estabelece um contato extenso com o epitopo da o4, fator determinante para sua especificidade.

(3) Superficie Enterrada e Contribui¢cdo das Cadeias — A BSA maior da cadeia pesada
(75%) em relacdo a leve (25%) segue o padrao observado para anticorpos, onde VH domina a
interagdo (Sela-Culang; Kunik; Ofran, 2013). A fragdo de superficie enterrada, de 11,5% para
o complexo VH/NTZ e 3,52% para 04, esta dentro do esperado para interagdes Ag-Ab, sendo
que a menor participagdo da a4 na interface se justifica por seu maior tamanho estrutural.

(4) Volume da Interface e Compacidade — O volume da interface, de 2284,5 A3, indica
uma estrutura menos compacta, pois valores acima de 2000 A® sugerem maior espacamento
entre as moléculas. Essa caracteristica pode conferir flexibilidade conformacional, permitindo
ajustes na interacao e facilitando uma adaptagao mais eficiente do par antigeno-anticorpo.

(5) ASA Enterrada — A reducio da ASA enterrada de 2060 A? (anticorpo completo) para
1708,9 A2 (VH no complexo) evidencia a contribuicdo do dominio VL. A diferencga de 351,1
A? sugere que VL amplia a interface de contato, estabilizando a interacdo com o4. (6) ASA
Enterrada e Afinidade — Interfaces maiores tendem a favorecer interagdes mais estaveis (Vimer
et al., 2021), e, embora essa interface seja menos compacta, a ASA enterrada do VH pode
compensar essa caracteristica, o que pode garantir, em menor grau, uma afinidade ao antigeno.

A interacdo VH/NTZ-04 apresentam indicios de estabilidade, porém relativamente
espacada. O equilibrio entre BSA e volume da interface influencia sua estabilidade, com a maior
contribuicdo do VH destacando o papel critico da cadeia pesada no reconhecimento do
antigeno. Otimizar a compactag¢do da interface pode aumentar a afinidade do NTZ por 04,

aspecto relevante para o desenvolvimento de miméticos terapéuticos.
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Figura 21 — Andlise de ASA do Dominio VH/NTZ e da Subunidade a4
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Fonte: Os graficos apresentados pelo Autor (2024) ilustram, em A, os valores de BSA do VH/NTZ, enquanto, em
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B, sdo exibidos os valores de ASA do VH/NTZ. Ja os graficos C e D mostram, respectivamente, os valores de BSA
e ASA do antigeno. As cores utilizadas representam o estado antes e ap6s a formagdo do complexo: azul para o
estado inicial e verde para o estado apos o complexo, tanto para o0 VH/NTZ quanto para a subunidade o4.

A analise quimica dos residuos na interface e a quantificagao das interagdes nos CDRs,
além do numero de contatos por residuo, foram conduzidas com base nos dados gerados pelo
RING e pelo RINmaker. Essas informagdes, complementadas pelas caracteristicas especificas
da interface Ab-Ag destacadas por Madsen ef al. (2024), oferecem importantes subsidios para
o design racional de anticorpos. Entre os aspectos relevantes estdo a predominancia de residuos
polares como pode ser visto na figura 22 e o agrupamento estratégico de residuos nas regides
CDRs e o papel central da CDRH3 na interagdo com pontos criticos do antigeno. As interagdes
polares agem de forma crucial na especificidade dos anticorpos. Reis et al. (2022),
demonstraram que uma parcela significativa dos residuos na interface contribui para a formacgao
dessas ligagdes, reforcando a importancia dessas interacdes. Os residuos polares das CDRs
apresentam propensoes de interface ligeiramente superiores ou equivalentes conforme Wang et

al. (2018), as das superficies proteicas expostas ao solvente, destacando sua relevancia.

Figura 22 — Distribui¢do Quimica e Quantitativo de Contatos das CDRs VH/NTZ
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Alifdticos: 4 (14.8%)
Fonte: Os graficos elaborados por Autor (2024) ndo apenas mostram a classificagdo quimica A dos residuos das
CDRs H1, H2 e H3 do dominio VH do Natalizumabe, mas também exibem a quantidade de contatos que cada

residuo estabelece com o antigeno B, além de indicar o nimero de residuos constituinte de cada CDRs C.

No dominio VH/NTZ (Figura 22A), hd uma alta concentracao de aminoécidos polares,
incluindo um negativo, trés positivos e sete neutros. Esses dados corroboram Madsen et al.
(2024), que relataram cerca de 50% de residuos polares (Ser, Thr, Arg, Asn, Gln). Os
aminoacidos aromaticos sao o segundo grupo mais abundante, com seis residuos, logo apds os
neutros (sete). A especificidade Ab-Ag ¢ majoritariamente influenciada pelas cadeias laterais
aromaticas das CDRs dos anticorpos, conforme Peng et al. (2022). Essas cadeias aumentam os

contatos com o antigeno, sendo particularmente abundantes nas CDRH do Natalizumabe, com
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destaque para o residuo Tyr, presente na CDRH2 e em maior quantidade na CDRH3 (figura
23). Esses dados ressaltam a importidncia das propriedades quimicas e estruturais na
compreensdo das interagdes anticorpo-antigeno (Ab-Ag) e no aprimoramento do design de
anticorpos. Interfaces Ab-Ag diferem das interagdes proteina-proteina por veicularem menor
complementaridade geométrica. Enquanto essas interagdes possuem superficies bem definidas,
as interfaces Ab-Ag sdo mais adaptaveis e dinamicas, permitindo o reconhecimento de diversos
epitopos, inclusive regides flexiveis ou desordenadas (Peng et al., 2022).

Residuos aromaticos (Tyr, Phe, Trp) sdo comuns devido a sua fungdo estabilizadora,
enquanto His (polar) ¢ menos frequente. Distribuidos nas CDRs, esses residuos participam de
interagdes hidrofobicas e m-m, enquanto residuos polares preenche fungdes essenciais na
complementaridade (Kringelum ef al., 2013; Peng et al., 2014).

Residuos menores (Gly, Thr, Asn) sdo frequentes nos paratopos, interagindo com
residuos apolares e polares para estabilizar a interface e contribuir para a especificidade das
interagdes (Reis et al., 2022). A compatibilidade entre Ag e Ab pode ser quantificada pelo
indice de Complementaridade de Forma (SCI), que avalia o grau de ajuste entre suas
superficies. Um SCI préximo de 0 indica baixa complementaridade, enquanto valores préximos
de 1 sugerem interacdes fortes e especificas, refletindo maior afinidade entre antigeno e
anticorpo (L1, Zhang e Cao, 2013; Greenspan, 2023).

Na interacdo VH/NTZ-04, o SCI tedrico foi 0,2435 (>0,5 aceitavel), indicando interagao
moderada com baixa complementaridade devido ao ajuste subdtimo das superficies
moleculares. Essa limitagdo decorre da exclusdo do dominio VL/NTZ, resultando em lacunas e
desalinhamentos que comprometem a avaliagdo global da interface. Essa limitagdo era esperada
devido a estratégia adotada nesta pesquisa, que envolveu: (1) a selecdo de VHHs na triagem
com base na forma da CDR H3 do VH/NTZ, (2) a consideracdo exclusiva das CDRs mais
relevantes para a interacdo e (3) a énfase na CDRH3 do NTZ, por ser critica para o
reconhecimento.

Além disso, os VHHs apresentam limitagdes inerentes, como: (1) a impossibilidade de
acomodar as seis CDRs do NTZ devido ao espago restrito, (2) maior semelhanca com o dominio
VH humano do que com VL, como a CDR3 do VH e VHH mais longas e varidveis, além de
preferirem epitopos conformacionais e ocultos. Os VH podem, em alguns casos, reconhecer
antigenos sem necessidade do VL, caracteristica ja presente nos VHHs. Fora que, o VL/NTZ
possui apenas cinco SDRs em suas trés CDRs que interagem com a subunidade o4, resultando

em menos residuos envolvidos e menos pontos de contato em comparagdo ao VH/NTZ.
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Figura 23 — Residuos do VH/NTZ Interagindo com a Subunidade a4 da Integrina a4p1
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Fonte: Ilustragdo elaborada pelo Autor (2024) utilizando o software PyMOL das interagdes entre os residuos SDRs
do dominio VH/NTZ e a subunidade 04 da integrina 04 1. As interagdes estéo representadas em caixas pontilhadas
de diferentes cores, correspondendo as regidoes CDRH1 (verde), CDRH2 (azul) e CDRH3 (roxo). Além disso, os
tipos de interagdes moleculares sdo ilustrados com cores especificas: violeta para ligagdes de hidrogénio
(HBOND), cinza para interagdes de Van der Waals (VDW), amarelo para interagdes n-x stacking, vermelho para

interacdes m-cations e preto para pontes salinas.

4.2 Similaridade Estrutural das CDR3 VHH a CDRH3 VH/NTZ

Segundo Yu, Schiirpf e Springer (2013), o paratopo do NTZ ¢ majoritariamente
determinado pela CDRH3, a qual se insere em uma cavidade do dominio S-propeller da
integrina, entre as voltas W2 e W3, interagindo com as fitas f4-1. Por sua relevancia funcional,
essa CDR foi o principal critério para a selecdo dos VHH, priorizando VHHs com similaridade
conformacional 8 CDRH3 do dominio VH do NTZ. A triagem foi conduzida em duas etapas.

Na primeira, foram excluidas estruturas com gaps nas regides de CDRs ou FR, por
comprometerem os calculos de RMSD e inferéncias estruturais, resultando na eliminagdo de
22,4% (288) dos arquivos. Na segunda etapa, considerando a conservagao estrutural conferida
pela familia VH3 (Bahrami Dizicheh, Chen e Koenig, 2023), os 998 VHH restantes foram
individualmente sobrepostos ao dominio VH do NTZ (VH/NTZ) no PyMOL, utilizando o
comando padrido de sobreposi¢cdo. Esse método considera atomos do backbone e, quando
compativeis, atomos das cadeias laterais (grupos R), permitindo que residuos com
conformagdes semelhantes também influenciem o calculo do RMSD.

Os VHH com RMSD inferior a 1,1 A foram selecionados, sendo o menor valor
escolhido para as etapas seguintes. Apesar de sobreposigdes inferiores a 4 A serem geralmente
aceitas como indicativas de equivaléncia estrutural como aponta Lupyan et al, (2005), adotou-
se aqui um limite mais restritivo (<1,1 A) devido a necessidade de maior sensibilidade na
comparagio entre VH/NTZ e VHH. Nenhum nanocorpo apresentou RMSD superior a 2 A,
sendo o maior valor registrado 1,6 A (PDB ID: 7DSS).

Os valores de RMSD sao parametros sensiveis para a analise de sobreposicao estrutural.
No entanto, CDRs longas e curvadas em VHHs podem aumentar os desvios, mesmo quando ha
alta similaridade nos FRs (Vishwakarma et al, 2022). Neste estudo, VHHs cujas CDR3
apresentavam curvatura distinta da CDRH3 do NTZ exibiram RMSD superiores a 1,1 A,
enquanto aqueles com CDRs estruturalmente semelhantes ao dominio VH do NTZ mostraram
valores inferiores a esse limite. A presenca predominante de CDR3 longas e curvadas esta
associada a conformacdo do tipo kinked, favorecida por uma composicdo especifica de

aminodacidos (Chothia et al., 1989; Wong, Leem e Deane, 2019). Residuos aromaticos, por
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exemplo, promovem interagdes hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio internas e restrigdes
conformacionais oriundas do dominio de ligagdo (Bahrami Dizicheh, Chen e Koenig, 2023).
Frequentemente, essa curvatura esté relacionada a interagcdes com o FR2, ampliando a interface
de interagdo com o antigeno.

As CDR3 do tipo kinked também expdem maior propensdo a formagdo de elementos
estruturais secundarios, como hélices; H (hélice alfa), G (hélice 3-10), I (hélice pi) e L (Loop).
Conformacgdes que tendem a cobrir eficientemente a interface de interagao, de forma analoga a
observada em anticorpos convencionais VH/VL (Sircar et al., 2011), favorecendo o
reconhecimento de epitopos com caracteristicas lineares. Dos nanocorpos analisados, 59,3%
(763) apresentaram a conformacio kinked, definida por RMSD superior a 1,1 A, refletindo
maior divergéncia em relacdo 8 CDRH3 do VH/NTZ. Embora CDR3s alongadas e curvadas
sejam comuns em VHHs, algumas adotam segundo Bahrami Dizicheh, Chen e Koenig (2023),
a conformagdo stretch—twist—turn, caracterizada por uma extensdo linear (stretch), torgdes
estruturais (twist) ¢ mudangas angulares repentinas (turn), resultando em uma arquitetura
flexivel e projetada externamente, com menor interagdo com o FR2.

Essa conformagao exibe particularidades na composi¢do de aminoacidos, especialmente
na base da CDR3. Residuos como tirosina (Tyr) e acido aspartico (Asp), frequentemente
conservados na conformacao kinked, podem estar ausentes em variantes alongadas, impactando
a estabilidade e o padrao de interagdo. Além disso, embora mantenham contato com elementos
B do dominio VHH, as CDR3s stretch—twist—turn ndo apresentam predominéancia de folhas f,
sendo os loops sua caracteristica estrutural predominante. A baixa ocorréncia de hélices o nessa
conformagdo ¢ considerada vantajosa, dado que a CDRH3 cristalizada do VH/NTZ apontam
diversidade estrutural, com baixa frequéncia de hélices, moderada ocorréncia de f-turns e
predominancia de f-strands.

As regides CDR3 dos VHHs foram classificadas em trés subtipos, conforme ilustrado
na Figura 24, com base no comprimento da CDRH3 do VH/NTZ: (1) longas (>16 residuos),
(2) medianas (12—16 residuos) e (3) curtas (<12 residuos). Tais conformagdes; longas, curtas e
curvas, ja foram descritas em nanocorpos anti-GPCR (Schlimgen et al., 2024). As CDR3s
medianas denotam comprimento comparavel ao da CDRH3 do VH/NTZ (14 residuos) e exibem
conformagdo estendida, o que favorece maior exposi¢ao ao solvente e amplia o alcance ao
antigeno (Kuroda; Tsumoto, 2022). No entanto, embora essa extensdo proporcione acesso a
epitopos ocultos, ela também confere maior flexibilidade, o que pode ser entropicamente

desfavoravel a ligacdo (Henry; Mackenzie, 2018). Adicionalmente, conforme discutido por
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Mendoza et al. (2020), maior mobilidade estrutural pode comprometer a estabilidade da
interagdo antigeno-anticorpo.

No contexto evolutivo, os camelideos desenvolveram ligacdes dissulfeto adicionais para
estabilizar a flexivel regido CDR3. Em espécies do género Camelus, essas ligagdes conectam a
CDR3 a CDRI1; em Lama, a CDR2 (Govaert et al, 2012). Essa restricdo conformacional
aumenta a estabilidade estrutural e favorece a interagdo com o antigeno (Mendoza et al., 2020),
ampliando o potencial terapéutico dos nanocorpos, especialmente para alvos inacessiveis a
anticorpos convencionais ou nanocorpos com conformagao kinked (Schlimgen et al., 2024).

No total, 17.4% (235) das estruturas apresentaram RMSD < 1.1 A (stretch-twist-turn) e
foram selecionadas. Dentre estas, nanocorpos com CDR3 estendidos medianos (comprimento
12 a 16 residuos) e maior similaridade estrutural, em termos de tamanho ¢ forma, a CDRH3 do
VH/NTZ foram priorizados, resultando na selecdo final de 11 (0,9%) estruturas ("3EZJ",
"4IDL", "4M3J", "SMWN", "6GJU", "6RTY", "7KGJ", "7TKLW", "8BZY", "7NOG", "8CY6").
Identificar VHHs estruturalmente semelhantes ao CDRH3 do VH/NTZ continua sendo uma
tarefa ardua, porém essencial, para a proposi¢ao de novos miméticos NTZ. Para enfrentar esse
desafio, 11 femplates foram selecionados para as proximas etapas de engenharia de proteinas,
com o objetivo de gerar o VHH de interesse. A escolha de levar adiante esses 11 templates ¢
fundamental, pois cada um apresenta caracteristicas Unicas distintas de conformacgdo e

estabilizacdo da alca, que podem ser sensiveis aos CDRs do NTZ.

Figura 24 — Comparativo das CDRs dos VHH-IN com a CDRH3 do NTZ

Fonte: Tlustragdo elaborada pelo Autor (2025) na qual destaca as variagdes estruturais e conformacionais entre os
diferentes CDR3s dos VHH-IN e o CDRH3 do NTZ, enfatizando as diferengas estruturais entre eles. Os CDR3s
sdo representados em roxo, enquanto o CDRH3 do NTZ ¢ mostrado em ciano. Na figura A1, observam-se os
CDR3s com uma conformagio "kinked", uma caracteristica comum nos VHHs. Na figura B, os CDR3s com a
conformacao "stretch-twist-turn" sdo apresentados, classificados com base no seu comprimento e na similaridade
estrutural com o CDRH3 do NTZ. Na B2, sdo mostrados os CDR3s de comprimento curto. Na B3, os CDR3s de
comprimento intermedidrio sdo exibidos, mas com uma conformagao distinta do CDRH3 do NTZ. Na B4, CDR3s

de comprimento intermedidrio sdo mostrados, mas com uma conformagdo semelhante ao CDRH3 do NTZ.
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Finalmente, na B5, CDR3s de comprimento longo sio representados, exibindo uma conformacio semelhante ao

CDRH3 do NTZ.

4.3 Modelagem e validacao dos Nanocorpos ENXSEQ

Para unificar as sequéncias das CDRs do dominio VH/NTZ nas posi¢des equivalentes
das CDRs dos VHHs e concluir o ENXSEQ nos 11 templates, foi realizado a modelagem
molecular. Essa etapa consistiu na integragdo das CDRs VH/NTZ aos VHHs, resultando na
geragdao de uma estrutura 3D individual para cada VHH-NTZ. A modelagem foi conduzida
com o uso do NanoBodyBuilder2, um algoritmo especializado que, segundo Reddy, Guntuku e
Palla (2024), representa o estado da arte no design tridimensional de VHHs. Embora tenha sido
treinado especificamente para VHH, o NanoBodyBuilder2 mostrou desempenho eficaz na
predi¢ao das FR, alcangando pontuagdes superiores a 0,8 no QMEANDisCo.

A escolha do QMEANDIisCo mostrou-se especialmente adequada, sendo o unico entre
os quatro avaliadores utilizados neste estudo a fornecer tanto uma pontuagdo global quanto
avaliagdes por residuo. Essa capacidade permite identificar com precisdo regides criticas ou
instdveis da estrutura. Segundo esse critério, modelos com pontuacdo acima de 0,8 sdo
considerados bons; entre 0,7 e 0,8, intermediarios; e abaixo de 0,7, ruins (ver Figura 25).

A observacao de pontuagdes inferiores a 0,7 nas regides CDR levanta a hipdtese de que
essa baixa predicdo possa estar relacionada a origem ndo camelidea dessas regides. Para
investigar essa possibilidade, os VHH-IN (iniciais/nativos) cristalizados foram analisados com
0 QMEAND:IsCo. Caso as regides CDR apresentem pontuacdes semelhantes as obtidas pelos
modelos ENXSEQ, entende-se que a limitagdo na predicdo ndo estaria exclusivamente
associada a origem camelidea das CDRs, mas sim a um conjunto mais amplo de fatores.

Uma possivel explicacdo ¢; (1) a limitacdo do NanoBodyBuilder2 em predizer com
precisdo regidoes CDR que diferem daquelas observadas em camelideos, grupo para o qual o
software foi originalmente treinado. Essa limitacdo se torna evidente, por exemplo, na
modelagem das CDRs VH/NTZ. Fora que, diferencas na composi¢ao de aminoacidos entre os
dominios VH e VHH, como ressaltado por Mitchell e Colwell (2018) e Kuroda e Tsumoto
(2022), impactam diretamente as conformagdes das CDRs, evidenciando o vinculo intrinseco
entre sequéncia e estrutura, conforme descrito por Morea et al. (1998).

Outro fator a ser considerado ¢; (2) a alta variabilidade estrutural das CDRs, regides
criticas para a especificidade e afinidade dos anticorpos. Enquanto as regides H1 e H2 tendem

a adotar conformacdes mais conservadas como revisado por Fernandez-Quintero et al. (2019),
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a regido H3 se destaca por sua elevada flexibilidade, tornando particularmente dificil a
modelagem de um estado energeticamente favoravel.

Além disso, ¢ importante (3), considerar as limitacdes do proprio QMEANDisCo.
Apesar de seu bom desempenho em benchmarks como o CAMEOQ, essa ferramenta ainda
enfrenta desafios na avaliagdo de regides altamente flexiveis como as CDRs, tanto em modelos
preditos quanto em estruturas cristalograficas. Assim, pontuagdes mais baixas nessas regioes
ndo indicam necessariamente falhas na modelagem ou comprometimento da validade dos
resultados gerados pelo NanoBodyBuilder2. Essa conclusao ¢ reforcada pela andlise de
estruturas cristalizadas de VHH avaliadas pelo QMEANDisCo (Apéndice K), que também
denotam scores semelhantes aos dos modelos ENXSEQ), salientando a acurécia do sofiware na
predicdo de VHH/SEQ. A analise dos modelos gerados pelo NanoBodyBuilder2 revelou que
21,16% das CDRs foram classificados como regides de baixa confiabilidade, atribuida a alta
flexibilidade estrutural; 18,77% das regides adjacentes apresentaram confiabilidade média,
refletindo um consenso conformacional intermediario; e 60,07% dos FRs demonstraram alta
confiabilidade, associada a baixa flexibilidade e ao alto grau de conservacdao conformacional.

Esses dados indicam que quase 80% dos residuos foram modelados com boa confiabilidade.

Figura 25 — Qualidade do Modelo por Residuos dos ENXSEQ (QMENDisCO)
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Fonte: Os graficos apresentados pelo Autor (2024) ilustram as flutuagdes dos scores atribuidos a cada residuo de

aminoacido que compde os VHH/SEQ ap6s o processo de modelagem. As regides destacadas em azul, verde e
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vermelho indicam respectivamente, contribui¢des de alta predi¢cdo (>0,8), predi¢do intermedidria (>0,7 ¢ <0,8) e
baixa predi¢do (<0,7), refletindo a qualidade de cada residuo em relagdo ao modelo. O eixo Y exibe os scores

atribuidos pelo QMEANDIsCo, variando de 0,0 a 1,0, enquanto o eixo X representa a posi¢do dos aminoacidos.

Como validagdo adicional, foi realizada uma analise complementar para confirmar a
qualidade dos VHH/SEQ modelados. Além dos scores de flutuagdo por residuo fornecidos pelo
QMEANDIsCo, também foram considerados os scores globais de cada modelo, que oferecem
uma avaliacdo da estrutura como um todo, refletindo sua estabilidade, plausibilidade e
coeréncia global do modelo. Os resultados, incluindo as avaliagdes do QMEANDisCo, PROQ?2,
VOROMQA e MODFOLD?Y, sdo apresentados na Figura 26. Observa-se que os quatro métodos
atribuiram classificagdes semelhantes (bom, intermediario e ruim), caracterizando os modelos
como sendo de qualidade intermedidria. Essa classificagdo pode estar relacionada as baixas
predicdes nas regides CDR, uma vez que até mesmo os modelos cristalograficos (VHH iniciais)

situam-se nessa mesma faixa de qualidade.

Figura 26 — Qualidade Global dos Modelos Obtidos pelos Software QMENDisCO, PROQ3, VOROMOQA ¢
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Fonte: A confiabilidade das predigcdes estruturais geradas pelo NanobodyBuilder? é representada por linhas
coloridas, que indicam a qualidade do modelo: ciano para bom, preto para mediano e azul para ruim. No canto
superior esquerdo, os scores do MODFOLD?9 sdo apresentados, com valores abaixo de 0.7 classificados como
ruins, entre 0.8 e 0.9 como medianos, e acima de 0.9 como bons. No canto superior direito, os resultados do
QMEANDisCo sdo exibidos, onde valores inferiores a 0.6 indicam baixa qualidade, entre 0.7 ¢ 0.8 sdo
considerados medianos, e valores iguais ou superiores a 0.8 sdo avaliados como bons. No canto inferior esquerdo,
os scores do PROQ3D destacam valores abaixo de 0.6 como ruins, entre 0.7 ¢ 0.79 como medianos, e superiores
ou iguais a 0.8 como bons. Por fim, no canto inferior direito, os scores do VoroMQA classificam modelos com

valores abaixo de 0.4 como ruins, entre 0.5 ¢ 0.59 como medianos, e iguais ou superiores a 0.6 como bons.
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Outra métrica de validagdo ¢ a pontuagdo RMSPE utilizada pelo Immunebuilder? que
pode ser aproveitada para avaliar a concordancia nas posi¢des dos residuos CDRs, por exemplo
como pode ser visto na figura 27. Embora um baixo erro previsto (RMSPE) ndo garanta
necessariamente que a estrutura seja precisa, ele ¢ eficaz para discriminar estruturas cujas
regides apresentam altos valores de RMSPE. Isso evidencia que o RMSPE (A) possui uma
relacdo com o RMSD (A), pois ambos refletem a precisdo e a confiabilidade das predi¢des. O
RMSPE ¢ calculado com base na diversidade entre os quatro modelos gerados internamente
pelo NanobodyBuilder2, comparando as posigoes médias dos residuos equivalentes em cada
um dos quatro modelos gerado por software. Um alto RMSPE para um residuo indica uma falta
de concordancia entre os modelos sobre a posi¢ao desse residuo, sugerindo uma maior incerteza
e baixa confiabilidade na previsao para essa regido. Por outro lado, regides com baixo RMSPE
segundo Abanades et al. (2023), tendem a ser mais consistentes entre os modelos, embora isso

ndo garanta necessariamente uma estrutura precisa (RMSD baixo).

Figura 27 — RMSPE das CDRs dos Nanocorpos ENXSEQ
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Fonte: O grafico elaborado pelo Autor (2024) apresenta os valores de RMSPE dos ENXSEQ para as trés CDRs,
evidenciando que a regido H3 possui um valor médio de RMSPE superior as demais. No eixo X, sdo representadas
as trés CDRs, enquanto no eixo Y estdo os valores de RMSPE atribuidos pelo NanobodyBuilder2. Essa métrica
reflete a variabilidade entre os modelos gerados, indicando que a CDR H3 apresenta maior incerteza estrutural, o
que pode sugerir menor confiabilidade na previsdo dessa regido.

Nesse contexto, embora seja desafiador alcangar um refinamento completo de uma
estrutura modelada, conforme descrito por Shuid; Kempster; McGuffin (2017), mesmo
refinamentos minimos sdo valiosos. Eles tém como objetivo reduzir erros em regides mal
modeladas, como os residuos que compdem as CDRs dos ENXSEQ. Esse processo envolve

etapas como a correcao da geometria das ligacdes quimicas e o ajuste de distancias e angulos,
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resultando em conformacgdes mais proximas das estruturas nativas. Fora que, o refinamento
minimiza conflitos estéricos, o que contribui para a elevacao dos scores globais de qualidade
estrutural de cada ENXSEQ. Os resultados do REFOLD3 apontam que o refinamento melhora
sutilmente (ver figura 28) as regides dos modelos, com foco nas CDRs, especialmente na
CDRH3, devido as baixas pontuagdes (<0,7) na predi¢do. Para avaliar seus efeitos, os modelos
ajustados foram reanalisados pelo VoroMQA, escolhido por sua rapidez em comparacio a
ModFOLD9, ProQ3D e QMEAN, que, apesar de bem avaliados no CAMEO, demandam mais

tempo computacional para o output.

Figura 28 — Score do VOROMQA em Comparativo Antes e Depois do Refinamento
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Fonte: Grafico elaborado por Autor (2024) apresenta, em A, os scores de cada modelo gerado pelo REFOLD3,
além da melhoria percentual em relagdo ao modelo inicial. J4 em B, os scores do VOROMOQA sao exibidos em
azul claro (pré-refinamento) e verde jade (pds-refinamento), destacando as diferencas entre os estagios.

Embora o refinamento estrutural tenha promovido aumento no GDT-TS!® dos modelos
VHH/SEQ, os ganhos observados foram modestos (maximo de 3% e média de 1,2%; ver Figura
28), condizentes com o proposito do processo: melhorar a proximidade com a estrutura nativa
sem comprometer a topologia geral. Essas pequenas melhorias sugerem ajustes locais, como
em alcas ou interagdes especificas. Segundo Adiyaman e McGuffin (2021), modelos com GDT-

TS entre 60-80 ja sdo considerados de qualidade boa. Como demonstrado na Figura 28A, todos

18 Métrica quantitativa “GDT-TS (Global Distance Test — Total Score)” utilizada para avaliar a similaridade global
entre um modelo computacional de uma proteina e sua estrutura experimental de referéncia. No contexto
do refinamento, o GDT-TS quantifica a qualidade estrutural calculando a média percentual de residuos cujos
atomos Ca podem ser superpostos dentro de quatro limiares de distancia (1A, 2A, 4A e 8A) ap6s um alinhamento
estrutural 6timo (A avaliacdo ¢ realizada apds uma superposi¢do rigida 6tima entre as estruturas, com o objetivo
de maximizar o nimero de residuos alinhados dentro de cada limiar).
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os VHH/SEQ alcancaram GDT-TS acima de 70, o que indica um refinamento bem-sucedido.
Em proteinas de pequeno porte, como os VHHs (~15 kDa), esse patamar de GDT-TS reflete

boa similaridade com a conformacgao nativa.
4.4 Validacao e Avaliacao dos Enxertos

Uma das abordagens empregadas para validar os trés tipos de enxertos consistiu na
analise da redu¢do do RMSD, por meio da comparacao entre as estruturas nativas e enxertadas.
Essa avaliagdo consentiu estimar a conformagao mais provavel dos VHHs modificados, bem
como quantificar a magnitude das alteragdes estruturais decorrentes do processo de enxertia.
Os valores de RMSD indicaram que os modelos VHH/NTZ foram gerados de forma adequada.
Os VHH/SEQ expuseram variacdes heterogéneas nos valores de RMSD, resultado da
modificacdo conformacional nas CDRs do dominio VH/NTZ apds a modelagem (Figura 28).
Tais variagcdes podem ocasionar tanto o aumento quanto a redu¢do do RMSD dos VHH/SEQ
em relagdo aos VHH-IN. Uma possivel justificativa para esse comportamento pode residir nas
limitagdes do software Nanobodybuilder?.

Este software, treinado especificamente para a modelagem de estruturas 3D de dominios
VHHSs, apresenta dificuldades em reconstruir conformagdes adequadas para CDRs que nao
derivam de camelideos. Como consequéncia, as CDRs geradas pelo soffware nao reproduzem
fielmente o estado conformacional observado nos dominios VH/NTZ. Essa limitacao ¢
corroborada pelos resultados obtidos na modelagem dos VHH-IN, cuja conformagao das CDRs
foi preservada em relacdo aos dados cristalograficos, indicando que o Nanobodybuilder2 ¢é
eficaz na reconstru¢do de CDRs de nanocorpos, mas apresenta desempenho reduzido frente a
sequéncias oriundas de anticorpos nao camelideos. Embora ndo seja comum modelar uma
estrutura cristalografica, essa abordagem ¢ utilizada apenas em casos especiais, principalmente
quando a estrutura apresenta baixa resolu¢cdo. No entanto, esse ndo € o caso dos 11 VHHs, que
possuem boa resolu¢do e nenhuma regido com gaps. Assim, a modelagem dos cristais foi
realizada exclusivamente para avaliar se o Nanobodybuilder? apresenta dificuldades em
reconstruir adequadamente as CDRs, modificando suas conformagdes mais provaveis, ou se
sua limitagdo reside na incapacidade de modelar CDRs de anticorpos que nao sdo camelideos.

Uma hipdtese alternativa ¢ que as regides CDRs do ENXSEQ tenham adotado a
conformagdo predita pelo Nanobodybuilder? por esta representar uma das conformacgdes
acessiveis as CDRs do VH/NTZ quando associadas a uma regido framework (FR) de
camelideos. Essa possibilidade pode ser explicada pela flexibilidade da CDRH3, que favorece

a adocdo de multiplas conformagdes estruturais. Para investigar essa hipotese, simulagdes por
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dindmica molecular podem ser empregadas a fim de verificar se, em algum momento da
trajetoria, as CDRs do ENXSEQ adotam a conformacdo sugerida pelo Nanobodybuilder?
(Chen et al., 2024). Caso isso ocorra, € plausivel sugerir que as CDRs do VH/NTZ sao capazes
de explorar diferentes estados conformacionais, indicando que a predi¢ao do Nanobodybuilder2
reflete uma conformacao viavel, € ndo uma limitacdo do método.

Além disso, ¢é relevante simular dinamicamente tanto o dominio VH isolado do
Natalizumabe (VH/NTZ) quanto o dominio VH-VL completo (VH-VL/NTZ), a fim de obter
informacdes detalhadas sobre o comportamento conformacional das regidoes CDRs. Essas
simulagdes podem revelar como as CDRs se comportam quando associadas apenas ao dominio
VH ou quando em conjunto com o dominio VL, permitindo comparagdes com a conformagao
predita pelos modelos gerados via NanobodyBuilder2. Caso as CDRs adotem, em qualquer um
desses contextos, conformacdes similares as preditas nos modelos camelidicos (ENXSEQ), isso
fortaleceria a hipotese de que a conformacdo da CDR3 do Natalizumabe pode ser acessivel em
estados dinamicos, tanto no VH isolado quanto no complexo VH/VL.

Por outro lado, se essas conformacdes ndo forem observadas, pode-se sugerir que as
CDRs do NTZ adotam conformacdes Unicas ao interagir com os FR camelidicos, diferentes
daquelas observadas em seu contexto germline humano original. Ademais, espera-se que, ao
longo da simulacdo, os modelos ENXSEQ consigam acessar, a0 menos transitoriamente, a
conformag¢do da CDRs observada na estrutura cristalografica do VH/NTZ. Caso isso ndo ocorra,
as conformagdes adotadas pelas CDRs nos modelos camelidicos; especialmente na regido da
CDR-H3, poderao divergir substancialmente da conformacao nativa, o que pode representar um
fator limitante na interacao com o sitio de ligacdo no dominio f-propeller.

Conforme demonstrado por Guest et al. (2021), a conformacao das CDRs ¢ essencial
para o reconhecimento do antigeno, e desvios que impeg¢am o acesso ao estado desejado (CDRs-
VH/NTZ) podem comprometer a funcdo dos ENXSEQ. Como discutido na Se¢do 4.1, o sitio
de interacio do NTZ no dominio B-propeller possui uma concavidade de 571,66 A2, acessada
principalmente pela CDRH3 devido a sua conformacao estendida e maior exposicao ao solvente
(Myung, Pires, Ascher, 2023). No VH/NTZ, essa conformagao favorece a complementaridade
com o epitopo B da subunidade a4, estabilizando a interagdo com a integrina o4 1—um aspecto
critico para a CDR3 dos ENXSEQ. Embora VHHs alcancem regides mais profundas que
VH/VL convencionais (Muyldermans, 2021), sua eficiéncia depende de uma CDR3
suficientemente estendida. Apenas o 6GJU (Figura 29) exibiu essa conformagdo, ainda distante
da configuracdo cristalizavel "ideal" do VH/NTZ. As CDRs H1 e H2, menores (7 e 6 residuos),

mantiveram conformacoes semelhantes as do VH/NTZ, enquanto a H3 (14 residuos) apresentou
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maior flexibilidade. A menor dimensdo de H1 e H2 limita sua diversidade conformacional,

resultando em menor variabilidade comparada a H3.

Figura 29 — Representagdo Tridimensional das CDRs do ENXSEQ

Fonte: A representagio tridimensional dos nanocorpos que receberam os enxertos de sequéncia foi elaborada por

Autor (2024) utilizando o software PyMOL. Nessa visualizagdo, o foco ¢ nas CDR3 dos VHH/SEQ s@o destacadas
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em azul escuro, enquanto as CDRH3 do dominio VH/NTZ sao representadas na cor ciano, as demais CDRI e
CDR2 dos VHH/NTZ matem conformagdes apds moldagem similar ao do VH/NTZ.

Nos modelos VHH/ENXEST, observa-se uma redu¢ao nos valores de RMSD em relacao
aos VHH-IN. Isso ocorre porque o formato das CDRs no dominio VH/NTZ ¢ idéntico ao dos
VHH/EST. A queda no RMSD global apods o enxerto indica maior sobreposi¢ao estrutural entre
os VHH-IN e o dominio de referéncia (VH/NTZ), como ilustrado na figura 29. Esse resultado
refor¢a a conservacao da arquitetura conformacional nos VHHs modificados, demonstrando a
eficdcia do protocolo de enxerto. Essa preservagao estrutural ¢ relevante, pois, entre as multiplas
conformagdes acessiveis ao dominio VH/NTZ, os modelos ENXEST mostram capacidade
(ainda que induzida) de adotar preferencialmente a conformagao mais estavel observada no
cristal do complexo NTZ/a4. Isso evidencia a habilidade dos VHH/NTZ em reproduzir
particularidades estruturais cruciais do dominio funcional. Tal efeito é marcante nos ENXEST,
onde as CDRs foram incorporadas aos FRs em um estado conformacional fixo, refor¢cando a
viabilidade de manter a arquitetura necessaria a funcionalidade.

Embora o RMSD seja util como métrica inicial, por sua rapidez e baixo custo, possui
limitagdes importantes, pois considera apenas distancias entre atomos em estruturas estaticas,
ignorando a flexibilidade inerente as macromoléculas. Como a funcionalidade das CDRs
depende de sua dindmica, ¢ fundamental adotar abordagens que avaliem o comportamento
conformacional ao longo do tempo. Para isso, andlises mais avancadas, como a Analise de
Componentes Principais (PCA), sdo recomendadas (Kitao, 2022). O PCA ¢ um método
estatistico de reducao de dimensionalidade que diagonaliza a matriz de covariancia dos dados,
identificando um conjunto de vetores ortogonais (componentes principais) ordenados pela
variancia explicada. Esses componentes capturam as dire¢cdes de maior flutuagdo
conformacional no espago de configuragdes atdomicas. Em MD, o PCA ¢ aplicado a trajetorias
de simulacdo para extrair modos coletivos de movimento dominantes, os quais frequentemente
correspondem a transi¢cdes conformacionais biologicamente relevantes.

Quando aplicado as CDRs (ex.: ENXEST), o PCA permite; (1) Identificar eixos de
[lexibilidade: a proje¢ao das flutuagdes atdmicas nos primeiros componentes principais revela
as dire¢oes de maior mobilidade ou estabilidade, auxiliando na caracterizacdo da dinamica
estrutural associada ao reconhecimento antigénico. (2) Validar conformagoes biologicamente
relevantes: a ocupacdo preferencial de estados proximos aqueles observados em estruturas
cristalograficas (ex.: NTZ/o4) sugere que os modelos enxertados reproduzem dinamicamente
conformagdes funcionais. Em particular, a CDR3 demonstra uma tendéncia a adotar arranjos

compativeis com a interagdo antigénica em condigoes fisiologicas simuladas e (3) Mapear
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estados conformacionais termodinamicamente favorecidos: a densidade de pontos no espago
do PCA reflete a populacdo relativa de diferentes conformacgdes, fornecendo insights sobre
estabilidade e comportamento (Palma; Pierdominici-Sottile, 2023).

Embora demande mais recursos computacionais que o RMSD, o PCA oferece uma visao
mais abrangente da flexibilidade conformacional e da viabilidade funcional dos VHHs. A
capacidade das CDRs enxertadas de acessar conformacdes semelhantes as do complexo
cristalografico constitui forte evidéncia de que os modelos ENXEST sao aptos a reproduzir, em
condigdes fisiologicas, interacdes especificas com o epitopo da subunidade a4.

Esse comportamento ¢ crucial para o design de VHHs antagonistas da integrina o41.
Ao adotarem conformacdes adequadas para interagir com o epitopo B, podem tornar-se
miméticos propicio. Como mostra a figura 30, os ENXEST exibiram RMSD consistentemente
menor que os VHH-IN, pois as CDRs foram enxertadas em seu estado conformacional original.
O 4M3J, no entanto, apresentou a maior redu¢cdo no RMSD (-0,410), provavelmente devido
aos seus residuos de FR adotarem conformagdes mais proximas as do VH/NTZ em comparagao

aos demais.

Figura 30 — RMSD dos ENXEST, ENXSEQ ¢ ENXSDR Antes ¢ Apds o Enxerto
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Fonte: O grafico apresentado por Autor (2024) utiliza as cores verde escuro, azul e ciano para destacar as variagdes
nos valores de RMSD dos grupos ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR, respectivamente, apds os enxertos. Essas
variagdes sdo comparadas aos valores da estrutura nativa, representados pela cor vermelha, que correspondem aos

valores anteriores aos enxertos.

Os modelos do grupo ENXSDR apresentaram baixa variacdo nos valores de RMSD,

similares aos observados nos VHH-IN, indicando estabilidade estrutural conferida por



90

modifica¢des pontuais restritas as regides CDRs. No entanto, a inser¢do de residuos SDR nas
CDRs dos VHH pode ndo reproduzir com fidelidade a conformagao cristalografica, em razao
de possiveis impedimentos estéricos, conforme identificado no PyMOL.

Ainda que caracteristicas estruturais desejaveis tenham sido preservadas, observa-se
uma limitagdo relevante: a dificuldade em manter todos os residuos das CDRs do VH/NTZ, o
que pode comprometer a especificidade pelo sitio de liga¢ao localizado no dominio f-propeller.
Embora os SDRs sejam determinantes na interagao com a subunidade o4, residuos adjacentes
também desempenham papel fundamental na estabilizagdo do complexo VH/NTZ-04 (Gordon
et al., 2024), e sua auséncia pode prejudicar a eficacia funcional dos modelos do tipo ENXSDR.

Por outro lado, destaca-se a conservacao da conformagdo da CDR3, que se mantém
semelhante a regido H3 do NTZ. Tal conformag¢do permite o acesso a residuos profundos no
sitio de interacdo e conserva residuos-chave envolvidos na liga¢do direta com a subunidade a4.
Assim como proposto para os modelos ENXSEQ e ENXEST, recomenda-se a aplicacao de
simulagdes de dindmica molecular com o objetivo de verificar se as CDRs do ENXSDR adotam
conformagdes dindmicas compativeis com aquelas observadas em nanocorpos cristalizados,
bem como identificar estados energeticamente favoraveis (El Salamouni et al., 2024).

As variagdes de RMSD entre os modelos do grupo ENXSDR foram discretas, com
incrementos pontuais observados em 4IDL (+0,022), 4M3J (+0,013) e 6GJU (+0,031),
atribuidos a incompatibilidades conformacionais entre os residuos SDR do VH/NTZ e os
VHHs, resultando em impedimentos estéricos. Nesses casos, o0 PyMOL sugeriu conformagdes
alternativas mais adequadas, evidenciando as limita¢des na integracdo dos SDRs e os impactos
estruturais nas CDRs.

Para validar a integridade das CDRs enxertadas, foi realizada anélise via AbAlin, a qual
confirmou o alinhamento preciso dos residuos ao dominio VH/NTZ. Variadamente do RMSD,
que avalia desvios estruturais, esse alinhamento destaca a conserva¢do da identidade de
residuos, atestando que os VHHs modificados mantiveram suas posi¢des correspondentes
(Figura 31), com identidade entre as CDRs do VH/NTZ e os modelos enxertados.

A sobreposi¢ao dos VHH-IN revelou alta heterogeneidade nas CDRs, conforme descrito
por Kuroda e Tsumoto (2022), refletindo sua adaptabilidade ao reconhecimento antigé€nico.
Embora alguns residuos se repitam, suas posigdes varidveis resultam em baixo consenso e
menor identidade de sequéncia com o VH/NTZ, evidenciando sua diversificacao evolutiva.

As Figuras 31B e 31C mostram que os modelos ENXSEQ e ENXEST receberam
enxertos nas mesmas posi¢des das CDRs do VH/NTZ, com 100% de identidade. Ja a Figura
31D aponta divergéncias nos modelos ENXSDR, apesar da presenga de todos os SDRs.
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Algumas posi¢des coincidiram integralmente, enquanto outras, classificadas como
desfavoraveis pelo PyMOL, foram reposicionadas em regides adjacentes. Diferencas no
comprimento das CDRs, conforme discutido por El Salamouni et al. (2024), dificultaram a
alocagdo direta dos SDRs/NTZ, exigindo o deslocamento de cerca de uma posicdo para
acomodacdo estrutural. Apesar do ajuste, manteve-se a proximidade conformacional com o

NTZ original, preservando a funcionalidade dos SDRs.

Figura 31 — Avaliag@o das Posigdes dos Residuos Entre os NATIVOS, ENXEST, ENXSEQ ¢ ENXSDR
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de Martin. Em A, sdo apresentados os residuos CDRs de todos os nanocorpos nativos. Em B e C, sdo exibidos os
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residuos CDRs para o ENXSEQ e ENXEST, respectivamente. Por fim, em D, ¢ possivel visualizar os residuos

CDRs do ENXSDR.

4.5 Avaliacao das Propriedades dos Nanocorpos

A caracterizacdo das propriedades dos nanocorpos ¢ fundamental para avaliar o impacto
dos trés tipos de enxertos em suas caracteristicas estruturais e funcionais. Para isso, essa analise
foi conduzida tanto nos VHH-IN quanto nos VHH/NTZ. Embora os enxertos ENXSEQ e
ENXEST compartilhem os mesmos residuos, sua avaliagdo individual ¢ necessaria. A
suposi¢do de que os resultados de um enxerto podem ser extrapolados para outro ¢ inadequada,
pois a modelagem molecular, conforme revisado por Tvaroska, Kozmon e Kona (2023), pode
gerar geometrias irreais, alterar conformagdes secunddrias criticas, causar colisdes atdmicas,
criar regides de alta incerteza ou desalocar cadeias laterais. Esses fatores podem comprometer
as propriedades preditas dos nanocorpos, especialmente quando o software exige uma estrutura
3D como ponto de partida.

Além disso, o impacto do enxerto de CDR ja foi documentado em um VHH humanizado
de interesse terapéutico, que apresentou variagdes na afinidade por antigenos e na estabilidade
térmica (Kinoshita et al., 2022). Assim, a triagem de mudangas nas propriedades biofisicas e
fisico-quimicas deve ser realizada nas fases iniciais do desenvolvimento de VHH miméticos.
Notavelmente, estudos recentes, como os de Poustforoosh et al. (2023), Ferraz et al. (2024), e
Mirzaei et al. (2024) que construiram VHH miméticos in silico, ndo consideraram o impacto
das CDRs dos mAbs modelo nas propriedades intrinsecas dos VHH receptores. Portanto, essa
analise ¢ imprescindivel para preservar as vantagens dos nanocorpo, enquanto visa manter,
nesse caso, a especificidade dos VHH/NTZ com a integrina a4f1, garantindo uma interagao
semelhante com mencionam Zhang; Wu; Dang (2024) a do anticorpo monoclonal modelo, ou

seja, posicionando-se os VHH/NTZ no epitopo B da subunidade a4.
4.5.1 Avaliacdo da Natividade

A natividade dos nanocorpos refere-se a conformidade de sua estrutura com o estado
natural (Ramon et al., 2024). Embora ndo sejam produzidos isoladamente pelo sistema
imunolégico dos camelideos, sua avaliagdo baseia-se nos anticorpos de dominio unico
caracteristicos desses organismos. A estrutura nativa ¢ inferida a partir de fragmentos de
reconhecimento ao antigeno, permitindo identificar desvios do estado natural. Essa analise ¢
essencial para garantir funcionalidade, estabilidade e prever propriedades farmacologicas,

como maior meia-vida e menor reatividade com autoantigenos, apesar das limitacdes dos

métodos computacionais disponiveis (Wolf Pérez et al., 2022; Svilenov et al., 2023; Reddy et
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al., 2024). VHHs engenheirados com alta natividade geralmente exibem maior estabilidade
estrutural e eficiéncia na producgdo (Ramon et al., 2024). Além disso, denotam atributos in vivo
semelhantes aos HCAbs, como alta solubilidade, resisténcia a degradagao e penetracao eficiente
em tecidos. Contudo, regides com baixa natividade podem comprometer essas qualidades.

Este estudo comparou trés tipos de enxertos — ENXEST, ENXSDR ¢ ENXSEQ —a 11
VHH-IN (iniciais/nativos), avaliando alteracdes estruturais que afetam a natividade. Conforme
ilustrado na figura 31, valores proximos de 1.0 indicam alta conformidade estrutural, associada
a maior estabilidade, meia-vida prolongada e menor interagdo com autoantigenos (Ramon et
al., 2024). No entanto, a introdu¢do de CDRs VH/NTZ pode reduzir a natividade de VHHs,
comprometendo suas vantagens. VHHs com maior natividade seguem como uma escolha
promissora para aplicagdes terapéuticas e biotecnoldgicas devido a sua superioridade funcional
e farmacologica.

O ENXEST apresentou aumentos pontuais na natividade em relacdo aos VHH-IN. Isso
foi observado em 7KLW, cujo score nativo aumentou de 0.796 para 0.801. Entretanto, em outros
casos, como o 6RTY (score nativo 0.806; score ENXEST 0.766), o 3EZJ (0.894 para 0.792) e
0 SMWN (0.890 para 0.794), ocorreram reducdes significativas no score de natividade. Esses
resultados indicam que o enxerto ENXEST ndo consegue a depender do Framework preservar
a conformidade natural de maneira consistente.

Por outro lado, 0o ENXSDR demonstrou maior eficacia em conservar ou até melhorar a
natividade dos nanocorpos em comparagao aos VHH-IN. Por exemplo, o 7KLW apresentou um
aumento no score, de 0.796 no VHH-IN para 0.839 com o ENXSDR. No caso do 6GJU, houve
uma leve redugdo, de 0.889 no VHH-IN para 0.867 com o ENXSDR, representando uma
diminui¢do de apenas 0.022. Alteracdes menos expressivas também foram registradas em
outros nanocorpos, como no 3EZJ, que reduziu de 0.894 para 0.853, e no 7KGJ, que aumentou
de 0.780 para 0.831. Esses resultados indicam que, embora o ENXSDR ainda registre algumas
redugdes, as variagdes sao menos intensas em comparagdao ao ENXEST.

Em compensacao, o ENXSEQ apresentou desempenho intermedidrio e inconsisténcias.
Alguns nanocorpos, como 6GJU (0.889 — 0.850) e 8CY6 (0.829 — 0.763), mantiveram a
natividade do fragmento nativo, enquanto outros, como 3EZJ (0.894 — 0.800) e 4IDL (0.730
— 0.640), sofreram reducdes, indicando menor eficiéncia em comparagdo ao ENXSDR. Casos
atipicos, como VHH-IN 7NOG, mostraram aumento do escore em todas as tentativas de enxerto
(nativo: 0.780; ENXEST: 0.810; ENXSEQ: 0.818), com o maior ganho no ENXSDR (0.822).

Andlises complementares revelaram que as regides estruturais conservadas (FRs)

apresentam maior natividade (35%), enquanto as CDRs, responsaveis pelo reconhecimento de
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antigenos, possuem escores mais baixos: CDRI1 (22,2%), CDR2 (27,1%) e CDR3 (15,6%)
(Valdés-Tresanco et al., 2022). Essa discrepancia reforca a necessidade de otimizar as CDRs
para aprimorar as propriedades biofisicas e fisico-quimicas dos nanocorpos.

Os resultados indicam que o tipo de FR influencia a natividade dos enxertos, mesmo em
abordagens semelhantes, como enxertos de sequéncia e estrutura. O ENXSDR superou a
natividade dos VHH-IN em alguns casos, destacando sua relevancia. Assim, o ENXSDR se
mostra a melhor estratégia para preservar ou melhorar a natividade, minimizando perdas
estruturais e otimizando propriedades terapéuticas. Ja o desempenho inconsistente do ENXEST
e do ENXSEQ ressalta a importancia de uma selecao criteriosa do tipo de enxerto para garantir

estabilidade estrutural e funcional.

Figura 32 — Natividade dos VHH-IN e dos VHH/NTZ
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Fonte: Grafico elaborado pelo Autor (2024), comparando a natividade global dos VHH iniciais (em azul) com os
VHH/NTZ, representados em verde, vermelho e amarelo para os enxertos dos tipos ENXEST, EXNSDR e
ENXSEQ, respectivamente. No eixo y, sdo apresentados os scores de natividade de todos os VHHs, enquanto o
eixo x exibe seus respectivos IDs. Valores proximos de 1,00 indicam maior natividade do VHH/NTZ em relagéo

ao VHH inicial (VHH-IN), enquanto valores proximos de 0,00 indicam menor natividade.

4.5.2 Avaliacdo da Estrutura Secundaria

Ja € consenso que as proteinas encenam fungdes distintas devido as variagcdes em suas
estruturas, especialmente nas regides que compdem suas estruturas terciarias. Essas, por sua
vez, sdo influenciadas pelas estruturas secundarias, cuja estabilidade ¢ condicionada por todos
os niveis estruturais das proteinas e anticorpos. A estrutura primaria pode indicar a propensdo a

agregacdo, sobretudo em regides ricas em residuos hidrofobicos ou carregados.
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Especificamente, um ponto isoelétrico (pl) baixo nas CDRs pode favorecer interagdes
eletrostaticas entre moléculas, contribuindo para a formacdo de agregados, ainda que
potencialmente soltiveis. Em contrapartida, um pl elevado tende a intensificar interagdes com
superficies de carga negativa, promovendo a formacao de agregados insoluveis (Fukuda et al.,
2015). Pequenas variagdes na sequéncia e estrutura de mAbs também podem impactar sua
estabilidade, especialmente sob condigdes de estresse.

Na predicao da estrutura secundaria de proteinas (PSSP) de trés estados, os elementos
estruturais basicos sdo: a-helix (H), B-strand (E) e loops (L). As hélices e folhas betas sdo
conformagdes fundamentais propostas por Pauling, Corey e Branson (1951) para a estruturagao
proteica. Essa classificacao de trés estados representa uma abordagem mais ampla, enquanto os
PSSP de oito estados oferecem uma descricdo mais detalhada dos elementos estruturais,
incluindo conformacdes como H (Alpha helix), G (3-10 helix), 1 (Pi helix), E (Extended beta
strand), B (Beta bridge), T (Turn), L (Loop), € S (Bend) (Xie; Schowen, 1999).

Compreender essas caracteristicas estruturais auxilia na predi¢do do enovelamento e
comportamento das proteinas, algo essencial para regides como as CDRs, que dependem
criticamente da organizagdo secundaria para interagir de forma precisa com os epitopos. A
avaliagdo das estruturas secundarias dos VHH/NTZ ¢ essencial para verificar se a transferéncia
de residuos nas CDRs resultou em alteragdes nas regides FR ou divergéncias estruturais nas
proprias CDRs. Modificagdes em qualquer regido dos anticorpos podem impactar sua
estabilidade em diferentes graus (Le Basle et al., 2020).

Os dados indicam que as estruturas secundarias das CDRs dos VHH permaneceram
inalteradas em relacdo ao VH/NTZ. As CDRs HI1, H2 e H3 do NTZ apresentam maior
propensao a adotar estados secundarios do tipo coil/loop ('L' no DSSP) e turn (T), especialmente
HI1 (26-32) e H2 (52-56). JA H3 (99-112), por ser mais longa, exibe maior diversidade estrutural,
com menor probabilidade para coil, intermediaria para turn e predominancia do tipo beta sheet
(E) (Chothia et al., 1989).

A analise da Tabela 3, que compara os modelos iniciais com os enxertados, revela que
as probabilidades de formagdo de estruturas do tipo coil, turn e beta sheet nas CDRs
permanecem consistentes entre as diferentes variantes enxertadas. No entanto, no dominio H2
da estratégia ENXSDR, observou-se uma variagao estrutural em relagdo ao H2 dos VHH-IN,
ENXEST e ENXSEQ, com a ado¢ao de conformagdes loop, beta sheet e turn. Por outro lado, a
maioria dos VHH-IN apresenta o H2 predominantemente do tipo turn, o que ¢ caracteristico do
H2/NTZ. Esses resultados indicam que a estrutura secundaria do VHH/NTZ foi preservada

tanto nas regides FR quanto nas CDRs apds os enxertos, com excecdo da alteragdo observada
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no H2/ENXSDR — uma modificacdo que pode ser critica para determinados VHHs no que se

refere a especificidade antigénica nessa estratégia.

Tabela 3 — Conservagdo da Estrutura Segundaria das CDRs VH/NTZ Apos as Estratégias de Enxertos

Probabilidade de estrutura secundaria para as regioes dos VHH

NATIVOS ENXSDR ENXSEQ ENXEST
PDB
HI H2 H3 FR HI H2 H3 FR HI H2 H3 FR HI H2 H3 FR
3EZJ L E E E L L E E L T E E L T E E
4IDL L E E E L E E E L T E E L T E E
4M3J L E E E L L E E L T E E L T E E

SMWN L E E E L E E E L T E E L T E E

6GJU L E E E L L E E L T E E L T E E

6RTY E E E E L E E E L T E E L T E E

TKGJ L E E E L T E E L T E E L T E E

TKLW L E E E L L E E L T E E L T E E

TINOG L E E E L L E E L T E E L T E E

8BZY L E E E L T E E L T E E L T E E

8CY6 L E E E L E E E L T E E L T E E

Fonte: Tabela elaborada pelo Autor (2025), retrata a probabilidade de estrutura secundaria em todas as regides (H1,
H2, H3 e FR) das estruturas receptoras de enxerto. Cada regido exibe, em sequéncia, a probabilidade de estrutura
secundaria dos VHH-IN (nativos/iniciais), seguida pelas probabilidades correspondentes dos enxertos ENXEST,

ENXSEQ e ENXSDR.

4.5.3 Avaliacdo das IDRs

IDRs, segundo Van Der Lee et al. (2014), sdo regides incapazes de formar estruturas
tercidrias estaveis e estdo presentes em todos os reinos da vida. Elas variam em tamanho e
localizagdo, de segmentos curtos a longos loops ou caudas (Holehouse; Kragelund, 2024). Para
identificar quais apresentam menor desordem, foram comparados VHHs NATIVOS e
modificados por engenharia (ENXEST, ENXSDR e ENXSEQ).

O score IDR (0 a 1) indica o grau de desordem estrutural, sendo valores proximos de
zero ideais por refletirem maior organizagdo. Em anticorpos e fragmentos, as IDRs concentram-
se nas extremidades terminais e CDRs, enquanto as regides FR raramente as apresentam.
Apesar de naturalmente flexiveis, as CDRs podem comprometer a estabilidade proteica, afetar
interagdes com epitopos e inviabilizar aplicagdes terapéuticas em casos extremos. No entanto,

podem adotar estruturas secundarias especificas, como loops, fitas-f3 e a-hélices. A CDRH3 do
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VH/NTZ, por exemplo, exibe conformagdes L e E, enquanto as CDRH1 e CDRH2 sao
exclusivamente do tipo L, diferenciando-se de regides totalmente desordenadas. O NTZ, um
mAb estavel e eficaz, apresenta baixos niveis de IDRs em suas CDRs, favorecendo o
reconhecimento antigénico.

Em contraste, VHHs podem conter CDRs minimamente desordenadas, dado que 30-
40% dos residuos em proteomas eucariodticos estdo em regioes desordenadas. Cerca de 70% das
proteinas da subclasse Mammalia possuem ao menos uma IDR com mais de 30 residuos
(Wright; Dyson, 1999). Nos VHHs analisados, as CDRs do VH/NTZ reduziram as IDRs,
sugerindo um efeito estabilizador. Uma redugdo geral dos IDRs apds os enxertos pode indicar
impacto positivo na estabilidade estrutural dos VHHs. Entre os métodos avaliados, o ENXEST
destacou-se como o mais eficaz, promovendo a diminui¢ao das IDRs nas extremidades e regides
de CDRs, sugerindo maior organizagdo conformacional. Nove das onze estruturas enxertadas
apresentaram IDRs inferiores aos dos NATIVOS, com destaque para 3EZJ, 4M3J, SMWN,
6GJU, 7KGJ, 7TKLW, 7NOG, 8BZY ¢ 8CY6, refor¢ando a eficacia do método baseado em
otimizacdes estruturais.

O ENXSEQ também demonstrou bom desempenho, reduzindo os IDRs em oito VHHs
(4M3J, SMWN, 6GJU, 6RTY, 7KGJ, 7TKLW, 7NOG, 8BZY). Isso evidencia que o alinhamento
sequencial, mesmo sem considerar aspectos estruturais, pode contribuir para a redugdo da
desordem. J4 0 ENXSDR apresentou desempenho intermediario, diminuindo os IDRs em sete
VHHs (3EZJ, 4M3J, 6GJU, 7KGJ, 7TKLW, 7NOG e 8BZY), sugerindo que altera¢des pontuais
nos SDRs também favorecem a estabilidade.

A analise das CDRs indicou que, especificamente na CDRH3/NTZ, tanto nas estruturas
cristalizadas quanto nos SDRs, houve reducao das IDRs. Notavelmente, os VHHs/SEQ, apesar
de apresentarem conformagdes distintas de H3 (cristal), mantiveram IDRs semelhantes aos do
ENXEST. Esse comportamento pode ser atribuido, em parte, aos softwares de predi¢do e
refinamento estrutural, que, segundo Huang et al. (2023), tendem a otimizar as conformagoes
para estados energeticamente favoraveis, minimizando artificialmente regidoes desordenadas.

Embora valores de IDR acima de 0,5 indiquem desordem, nenhum VHH excedeu esse
limite, exceto nas regides N- e C-terminais, onde essa caracteristica ¢ esperada (figura 33).
Ainda assim, observou-se reducao nas regioes funcionais. Por exemplo, no VHH 4M3J, houve
diminui¢do dos IDRs na CDR3. Nas CDR1 e CDR2 dos modelos ENXSDR, os scores
mantiveram-se proximos a 0,1, enquanto nos ENXSEQ e ENXEST aproximaram-se de 0,0,
evidenciando auséncia de desordem, conforme Wang ef al. (2016). Na comparacdo geral, o

ENXEST apresentou o melhor desempenho, reduzindo os IDRs em nove dos onze VHHs; o
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ENXSEQ foi eficaz em oito, e 0 ENXSDR em sete estruturas. Esses resultados sugerem que a
inser¢do de CDRs, mesmo em conformagdes distintas do estado cristalizado, favorece a
diminui¢do da desordem, efeito potencializado pelo refinamento estrutural. Casos especificos
reforgcam essa tendéncia. No VHH 3EZJ, o ENXEST apresentou o menor score (0,02993),
seguido por ENXSDR (0,03108) e ENXSEQ (0,04503), todos inferiores ao nativo (0,03298).
No 6GJU, o ENXSEQ obteve o menor score (0,02527), enquanto o ENXEST (0,03064)
manteve-se abaixo do nativo (0,03736). J4 no 8CY6, o ENXEST foi novamente superior
(0,02993), superando o nativo (0,04481) e os demais enxertos.

Em sintese, os trés métodos de enxerto foram eficazes na reducdo da desordem estrutural
dos VHHs, com clara superioridade do ENXEST, seguido por ENXSEQ ¢ ENXSDR. Esses
achados ressaltam a importancia de considerar fatores estruturais no planejamento racional de

enxertos, visando otimizar a estabilidade e a organizacdo conformacional dos VHHs.

Figura 33 — Flutuagao por Residuos dos VHH-IN e dos VHH/NTZ em Ralacdo as RIDs
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Fonte: Os graficos apresentados por Autor (2024) ilustram as regides desordenadas dos nanocorpos. O primeiro
grafico refere-se ao VHH-IN, enquanto os graficos 2, 3 e 4 correspondem, respectivamente, aos modelos
ENXSDR, ENXSEQ ¢ ENXEST. No eixo Y, sdo exibidos os valores de desordem por residuo, sendo que escores
superiores a 0,5 indicam regides completamente desordenadas. Ja no eixo X, sdo apresentadas as posigdes dos
residuos de aminoécidos dos nanocorpos. A direita de cada grafico, observa-se que cada VHH ¢é representado por

uma cor distinta.
4.5.4 Avaliacdo da Agregacgdo

Os nanocorpos tém menor propensao a agregacao do que os dominios VH/VL, principal
instabilidade fisica das proteinas terapéuticas (Dolk ef al., 2005). Isso ocorre devido a
substituicdo de residuos hidrofilicos no dominio VH e a formagdo de um pequeno ntcleo
hidrofobico pelo CDR3 sob as extremidades N e C-terminais (Zhong et al., 2021). A diversidade
artificial nas CDRs pode levar a um enovelamento incorreto das proteinas, conforme destacado

por Sidhu e Fellouse (2006) e Roberts (2014), resultando em um aumento da agregacao
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molecular. Além disso, essa diversidade pode elevar o risco de respostas imunoldgicas
adversas, particularmente em construgdes hibridas, como as proteinas VHH/NTZ com enxertos
ENXSEQ. A agregacdo compromete a fungdo biologica e pode induzir imunogenicidade,
tornando essencial sua anélise no desenvolvimento de anticorpos terapéuticos (Jefferis, 2011).
Fatores estruturais e ambientais influenciam esse processo, podendo formar particulas
insoltiiveis que prejudicam a estabilidade e eficacia do produto. Entre os VHH analisados, 3EZJ
(18,86%) e 6GJU (22,28%) apresentaram niveis moderados e elevados de agregagdo,
respectivamente, enquanto 4IDL (13,68%) exibiu menor propensdo a agregacao.

Os enxertos, em geral, reduziram o potencial de agregacdo, como bem ilustrado na
figura 34. VHH como 3EZJ, 4M3J, SMWN, 6GJU, 6RTY, 7KLW, 8BZY e 7NOG tiveram
reducdo para ao menos um tipo de enxerto. No entanto, 0o VHH/NTZ 8CY 6 apresentou aumento
com todos os enxertos (ENXSEQ, ENXEST e ENXSDR). J4 o VHH 4IDL teve aumento com
ENXSEQ e ENXEST, mas reducdo com ENXSDR, enquanto o 7KGJ mostrou leve aumento
com ENXSEQ. Os trés tipos de enxertos avaliados influenciaram diretamente o potencial de
agregacdo, promovendo aumentos ou redugdes dependendo da influéncia do framework,
composi¢ao quimica das CDRs e a conformacao da CDR3.

A CDRH2, por exemplo, possui residuos hidrofébicos como Ala, Pro, Gly e Tyr,
sugerindo carater levemente hidrofobico. A CDRH3, apesar de conter residuos hidrofilicos
como Glu, Asn e Asp, ¢ dominada por residuos hidrofobicos (Tyr, Met, Gly, Ala e Val). Em
contraste, a CDRHI1 ¢ predominantemente hidrofilica, composta por residuos como Asn, Ile,
Asp e Thr. No entanto, a hidrofobicidade das CDRH2 e CDRH3 ndo foi suficiente para
aumentar o potencial de agrega¢do da maioria dos VHH/NTZ.

Em alguns ENXSDR, a substitui¢do de residuos hidrofobicos por hidrofilicos, como
Lys30 e Asp31 (H1), Lys52 (H2) e Asn104 (H3), pode ter contribuido para a redu¢do do
potencial de agregacdo. Estudos, como os de Perchiacca; Bhattacharya (2011), mostram que
mutacoes envolvendo residuos hidrofilicos, como Asp ou Arg, podem inibir a agregagao.
Estratégias adicionais incluem a introducao de cisteinas nas posicoes 54 e 78, a adicao de
aminodcidos carregados negativamente nas bordas do CDR3 e a inser¢do de arginina na posi¢ao
29, segundo por Zhong et al. (2021).

O enxerto ENXSDR apresentou comportamento variavel. Em 6GJU, houve aumento de
agregacao de 22,28% para 20,39%, enquanto 8CY6 registrou aumento de 1,00%. Em
contrapartida, 4IDL teve reducao de 13,68% para 13,39%, e SMWN apresentou a maior reducao
(-4,54%) dentre os ENXSDR. Os ENXEST destacaram-se pela maior redu¢do no potencial de
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agregacao, sugerindo que a conformagao cristalizada das CDRs do VH/NTZ, em especifico H3,
contribui para esse efeito.

Nao ¢ compreendido se essa conformagao parece ter sido adotada, entre outros fatores,
para reduzir a agregacao no NTZ, mas em alguns VHH ela reduz. Em 6RTY, a agregacgao caiu
de 19,07% para 14,31%, representando reducdo potencial. Redugdes semelhantes foram
observadas em 4IDL (de 13,68% para 13,51%) e 8BZY (-4,83%). Esses resultados indicam que
o ENXEST promove maior estabilidade nos nanocorpos, reduzindo a propensao a agregacao.
Por outro lado, os ENXSEQ apresentaram os maiores valores de propensao a agregacao em
alguns casos, como nos VHHs 4IDL ¢ 8CY6. Contudo, para a maioria dos nanocorpos
analisados, seus valores foram inferiores aos do VHH-IN.

De maneira geral, o enxerto ENXSEQ mostrou valores de agregagao proximos aos dos
nanocorpos nativos, com algumas variagdes. Por exemplo, 6GJU teve uma redugdo discreta de
22,28% para 18,52%, enquanto 7NOG manteve valores semelhantes (21,11% nos nativos e
20,95% no ENXSEQ), ¢ 0 6RTY apresentou uma redugao de -3,59%. Esses resultados sugerem
que o ENXSEQ preserva em grande parte o comportamento de agregagdo natural dos VHHS,
sendo uma opc¢ao relevante para manter niveis de agregacdo semelhantes aos nativos. Essas
diferengas podem ser explicadas pelas conformagdes distintas das CDRs nos ENXEST e
ENXSDR, dado o papel crucial das CDRs na agregacao de anticorpos (Sheehan et al., 2024).

As conformagdes da CDR3 nos ENXSEQ, caracterizadas pela presenca ou auséncia de
curvaturas, podem expor residuos especificos e favorecer a agregagdo devido a interagdes
intracadeia mais fracas com as regides FRs. Essas interagdes envolvem forcas de VDW,
HBOND, interagdes hidrofobicas e eletrostaticas (Wang, 2005). As CDRs dos VH/NTZ
apresentam diversos residuos hidrofobicos, incluindo Gly26, Phe27 e I1e29 na H1; Gly55 e
Tyr56 na H2; e, predominantemente na H3, Gly96, Tyr97, Tyr98, Gly99, Tyr100, Gly101,
Vall102, Tyr103, Ala104, Met105 e Tyr107. Essa composi¢do favorece interagdes intracadeia
com os FRs, contribuindo para a maior propensao a agregacao nos ENXSEQ.

A curvatura da H3 no ENXSEQ, aliada as caracteristicas hidrofobicas dos residuos,
tende a manter os valores de agregacdo proximos aos nativos. Observamos que a conformagao
da H3 no NTZ influencia mais a agregacdo nos ENXSEQ do que nos ENXEST, apesar da
mesma composi¢ao de aminoacidos. Isso sugere que a estrutura dos ENXSEQ favorece
interacdes intracadeia, resultando em maior agregacdo. Esses dados indicam que os VHH/NTZ
geralmente apresentam menor propensdo a agregacdo em comparacdo aos VHH-IN,

especialmente quando enxertos como os ENXEST sao utilizados. Esses resultados ressaltam a
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importancia de uma selecdo criteriosa do tipo de enxerto para otimizar os VHH/NTZ como

candidatos terapéuticos viaveis.

Figura 34 — Comparagdo de Agregagido Entre os VHH-IN ¢ o VHH/NTZ
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profundo, respectivamente. Ja no eixo y, a escala percentual (%) indica o potencial de agregagao de cada VHH,
variando de 0% a 100%.
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4.5.5 Avaliacdo da Solubilidade

Os nanocorpos possuem alta solubilidade em comparagdo aos anticorpos clédssicos e
terapéuticos, especialmente os multidioménicos, como os scFv. Nestes, a dissociagdo dos
dominios pode expor residuos hidrofobicos ao solvente, favorecendo interagdes com superficies
hidrofébicas e aumentando o risco de agregagdo e imunogenicidade (Woérn; Pliickthun, 2001).
A estabilidade soltivel dos VHH resulta de mais de 50 milhdes de anos de evolugdo, adaptando-
se a auséncia do parceiro VL (Arbabi-Ghahroudi, 2017). Apesar da flexibilidade estrutural, a
introducao de residuos hidrofobicos em regides criticas pode comprometer a solubilidade,
especialmente na interface correspondente ao VL (Bannas; Hambach; Koch-Nolte, 2017).
Assim, avaliar o impacto do enxerto na solubilidade dos nanocorpos ¢ essencial para otimizar
suas propriedades, como ilustrado na figura 35.

A anélise de solubilidade pode ser realizada por residuo usando o sofiware CamSolpH,
conforme descrito por Oller ef al. (2023). Pontuagdes acima de 1 indicam alta solubilidade,
enquanto valores abaixo de -1 refletem baixa solubilidade. Em SMWN, por exemplo, os
enxertos ENXSDR, ENXEST e ENXSEQ aumentaram a solubilidade nas regides H1 (26-32) e
H2 (52-56), mas reduziram-na em alguns residuos da H3 (99-112), sem afetar
significativamente a solubilidade global. O SMWN nativo apresentou solubilidade de 0,50,
enquanto os enxertos alcangaram 0,98 (ENXSDR), 0,91 (ENXEST) e 0,93 (ENXSEQ).

Padr6es semelhantes foram observados em 6GJU, 6RTY, 8BZY e 8CY 6, com aumento
da solubilidade na CDRHI, provavelmente devido a introducdo de residuos hidrofilicos como
Lys30 e Asp31, além de intermedidrios polares como Asn28 e Thr32. A CDRH2 também
mostrou melhoria, possivelmente pela menor presenca de residuos hidrofobicos, como Asp52
e Asn54. Ja a CDRH3 apresentou variagdes conforme o enxerto, com aumento da solubilidade
em 3EZJ e 8BZY, mas redugao em estruturas como 4IDL ¢ 8CY6.

No 4IDL, a solubilidade caiu de 1,40 para 1,13 (ENXSDR), 0,94 (ENXEST) e 1,04
(ENXSEQ), enquanto em 8CY6 reduziu de 1,16 para 1,08 (ENXSDR) e 1,01
(ENXEST/ENXSEQ), sem comprometer a solubilidade geral. A conformacdo das CDRs e a
estrutura do FR influenciam essas variagdes. Comparando VHH-IN e VHH/NTZ, os enxertos
elevaram a solubilidade em 3EZJ, 4M3J, 6RTY e 6GJU. No SMWN, o valor inicial de 0,582
aumentou para 0,911 (ENXEST), 0,961 (ENXSDR) e 0,932 (ENXSEQ), sem ultrapassar 1,
padrao semelhante ao de 8BZY. Em contrapartida, VHH/NTZ mostraram redug¢dao em 4IDL,
TKLW e 8CY6, onde todos os enxertos permaneceram abaixo de 1,1, indicando um leve

declinio.
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Figura 35 — Flutuagdo de Residuos dos VHHs Mediante a pH fisioldgico (7.4) para Quantificar a Solubilidade
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para ENXEST e roxo para ENXSEQ. O eixo x corresponde a posi¢do dos aminoacidos nos nanocorpos, enquanto
o eixo y indica o score de solubilidade. Linhas tracejadas marcam o ponto de corte de solubilidade por residuo:
scores positivos indicam maior solubilidade, enquanto scores negativos apontam para menor solubilidade. Areas

destacadas em azul-purpura, rosa suave ¢ azul claro representam, respectivamente, as regides CDRs H1, H2 e H3.

4.5.6 Avaliacdo de Termoestabilidade

A estabilidade térmica dos VHH ¢ uma caracteristica promissora e desejavel em mAbs
e proteinas terapéuticas (Kunz er al., 2018), por possuir amplo potencial em aplicagdes
biotecnoldgicas. Essa termoestabilidade resulta de milhdes de anos de evolucao, refletindo a
adaptacao dos organismos produtores a ambientes extremos. Lhamas e alpacas, por exemplo,
habitam altitudes elevadas nas montanhas da América do Sul, enquanto camelos e dromedarios
enfrentam altas temperaturas e condigdes aridas em desertos e regides semiaridas. Essa
capacidade permite que anticorpos de cadeia pesada resistam a variagdes de temperatura,
tornando-os adequados para diversas aplicagdes em que a termoestabilidade estd associada a
maior sobrevivéncia sérica.

Embora o NTZ apresente estabilidade térmica para uso terapéutico, ndo atinge os niveis
dos nanocorpos, alguns dos quais resistem a até 100 °C antes da desnaturacdo (Goémez-Mulas
et al., 2024). A combinacdo da especificidade do Natalizumabe pela subunidade a4 da integrina
a4PB1 com a termoestabilidade dos nanocorpos ¢ uma estratégia promissora para desenvolver
macromoléculas mais resistentes a variagdes extremas de temperatura e pH, viabilizando seu
uso onde mAbs tradicionais seriam limitados. Além disso, integrar a alta afinidade do NTZ pela
04B1 as propriedades termoestaveis dos nanocorpos pode tornar as terapias mais eficazes,
robustas e acessiveis, especialmente em regides com infraestrutura limitada para refrigeragao.

Estudos desenvolvidos por Turner et al. (2014) e Liu et al. (2015) sugerem que a
termoestabilidade dos VHHs pode ser aprimorada por mutagdes especificas em residuos
criticos. Assim, avaliamos o impacto das CDRs do VH/NTZ na estabilidade térmica dos VHH
utilizando o software SCooP. A variacdo na temperatura de fusdo (Tm) dos nanocorpos antes e
apos os enxertos evidencia que as mutagdes realizadas impactaram diretamente sua estabilidade
térmica (figura 35). Os VHH/NTZ apresentaram diferencas na Tm em relacdo aos VHH-IN,
com variagdes distintas entre os trés tipos de enxertos. Ao comparar os VHHs nativos com
aqueles contendo enxertos ENXSEQ, ENXEST e ENXSDR, identificamos tanto aumentos
quanto reducdes no Tm. Os enxertos ENXSDR demonstraram um equilibrio no aumento e na
conservagao do Tm. Em trés nanocorpos (3EZJ, 4IDL e 7NOG), o ENXSDR aumentou o Tm
em até +3,3 °C, destacando-se como uma modificacao eficiente. No caso do 6GJU, houve um

leve incremento de +0,8 °C, enquanto os VHH/NTZ 4M3J, 7KGJ, 7TKLW, 8BZY e 8CY6
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apresentaram variagdes inferiores a 0,5 °C, sendo considerados estaveis em relacdo ao Tm.
Embora algumas redugdes tenham sido observadas, como em 6RTY (-3,8 °C) e SMWN (-0,9
°C), esses casos representaram excegoes dentro do panorama geral de conservagao.

Os enxertos ENXSEQ, por outro lado, mostraram impactos mais redutor. Em dois VHHs
(4IDL e 7KLW), o Tm aumentou entre +0,8 °C e +3,7 °C. No entanto, em seis nanocorpos
(3EZJ, 6GJU, 7KGJ, 7TNOG, 8BZY e 8CY06), foram registradas redugdes de até -2,7 °C. Isso
sugere que o ENXSEQ teve um impacto predominante de reducdo da termoestabilidade,
afetando de maneira desigual os VHHs analisados. JA SMWN e 6RTY apresentaram baixas
variacoes de Tm, mas, ainda assim, sofreram redugoes.

O ENXSEQ promoveu aumento do Tm em apenas dois VHH/NTZ, enquanto reduziu a
termoestabilidade em seis dos onze analisados. Essa redugdo pode estar associada as
conformagdes nao candnicas da CDRH3. Conforme destacado por Wijma, Floor; Janssen
(2013), a estabilidade térmica ¢ influenciada por fatores como a rigidez de regides flexiveis,
incluindo as CDRs. Adicionalmente, uma segunda ligacao dissulfeto, que estabiliza a CDRH3,
especialmente as de maior comprimento, ¢ essencial para a termoestabilidade (Muyldermans,
2013; Govaert et al., 2012). Entretanto, fatores estruturais além do enrijecimento promovido
por essa ligagdo também desempenham um papel importante na estabilidade térmica (Kunz et
al., 2018). Proteinas termoestaveis, como os VHHs, apresentam maior tolerancia a mutagdes
em comparagdo com proteinas mesoestaveis (Tokuriki; Tawfik, 2009). No entanto, a
transferéncia de peptideos das CDRs do VH/NTZ pode ser critica para a reducdo da estabilidade
térmica, como observado para o ENXSEQ, especialmente na regido H3, sobretudo se sua
conformagao for distinta daquela do mAb modelo.

Os VHHs modificados com ENXEST demonstraram desempenho superior em
comparac¢do ao ENXSEQ e ENXSDR. Em cinco dos 11 nanocorpos analisados (4IDL, SMWN,
6GJU, 7NOG e 8BZY), o Tm aumentou até +2,8 °C, tornando-se o enxerto com maior impacto
positivo na estabilidade térmica. Nenhum VHH/EST apresentou reducao de Tm superior a 1
°C, sendo as maiores quedas observadas em 3EZJ (-0,6 °C) e 8CY6 (-0,5 °C). Os demais (4M3]J,
6RTY, 7TKLW e 7KGJ) mantiveram o Tm estavel em relagdo aos VHH-IN. Esses resultados
indicam que o ENXEST ¢ promissor, embora seu desempenho possa variar dependendo do
scaffold. O aumento do Tm nos ENXEST pode estar relacionado a conformacgao estendida de
comprimento intermedidrio da CDRH3 dos VHH/NTZ. Essa hipotese ¢ refor¢ada pela
compara¢do com o ENXSEQ, ja que ambos possuem constitui¢do quimica semelhante, mas a
conformacao distinta da H3 nos VHH/NTZ, o que parece contribuir para a redugdo observada

no ENXSEQ. As trés estratégias de enxerto impactaram o Tm de forma varidvel, dependendo
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do tipo de enxerto e do framework do VHH receptor. Foi observado que a conformacao da H3
tem um papel mais critico para a estabilidade térmica do que a sinergia entre os aminoacidos
das CDRs. O ENXSDR e o ENXEST apresentaram impactos positivos na maioria dos
VHH/NTZ, destacando-se como abordagens promissoras para aumentar a estabilidade térmica.

Conforme apontado por Eijsink et al (2004), mutacdes que aumentam a
termoestabilidade frequentemente se concentram em regides especificas. No caso dos VHHs
analisados, a inser¢ao de residuos estratégicos na CDRH3, especialmente em conformacgdes
estendidas de tamanho intermedidrio, mostrou-se eficaz para melhorar a estabilidade térmica
com o ENXSDR. Enquanto o maior destaque da transferéncia peptideos CDR do NTZ cai sobre
o ENXEST. Por outro lado, o ENXSEQ, associado a conformac¢do H3 curvada, mostrou-se
menos eficaz e deve ser utilizado com cautela em situagdes em que a estabilizagdo térmica €

uma prioridade.

Figura 36 — Variacdo da Estabilidade dos VHHs em Fun¢do da Temperatura
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Fonte: Os graficos, criado por Autor (2024), apresenta os valores de Tm dos nanocorpos nativos e dos enxertos,
com as CDRs do dominio VH/NTZ. Vermelho representa os nanocorpos nativos, enquanto as cores azul, verde e
laranja correspondem aos enxertos ENXSDR, ENXEST e ENXSEQ, respectivamente. No eixo Y, sdo exibidos os

valores de AG (kcal/mol), e no eixo X, as temperaturas sdo apresentadas em graus Celsius.

4.5.7 Avaliacdo de Pontos Fortes e Fracos

Os VHHs possuem uma estrutura enovelada estavel que permite interacdo eficiente ao
antigeno, alcancando rapidamente seu estado funcional. O enovelamento dessas proteinas
discutido por Nassar et al.,, (2021), reflete uma transicdo suave de energia livre, evitando a
formagao de estados mal enovelados. Entretanto, enxertos de CDRs como as dos VH/NTZ nos
VHH podem induzir instabilidade estrutural, resultando em estados frustrados. O conceito de
frustragdo minima estd associado como revisado por Chen et al, (2019), a otimizacdo de
restrigdes cinéticas e termodinamicas necessarias para o enovelamento correto dessas proteinas.
Areas de baixa frustracdo estdo associadas a maior estabilidade, como observado nos NTZ e
outros mAbs terapéuticos, enquanto regides frustradas refletem menor otimizacao estrutural.

E essencial avaliar se as CDRs do VH/NTZ impactam a estabilidade dos VHH/NTZ. A
estabilidade de proteinas modificadas por engenharia pode ser analisada por mutagdes que
substituem residuos nativos, como discutem Dehouck et al. (2003), resultando em estabilizagao
ou desestabilizacdo significativa. Residuos com energias muito positivas indicam menor
estabilidade, enquanto valores negativos destacam regides mais estaveis (De Laet ef al., 2016).
A analise da energia livre de enovelamento global (AG) foi realizada via SWOtein, com base
em descritores estruturais como distancias entre residuos (DIS), acessibilidade ao solvente
(ASA) e angulos de tor¢ao (TOR) dos VHH-IN e VHH/NTZ. Esses parametros sdo essenciais
para compreender as variagdes na estabilidade estrutural entre VHH-IN (nativos) e os trés tipos

de enxertos (ENXSDR, ENXEST e ENXSEQ).
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Os resultados indicam que valores negativos dos descritores promovem maior
estabilidade e menor AG, enquanto valores positivos sugerem instabilidade (De Laet et al.,
2016). As oito categorias energéticas variam de hard strength (forca extrema) a hard weakness
(fraqueza extrema) (Tabela 4), permitindo identificar pontos fortes e fracos na estrutura e

compreender os impactos dos enxertos na estabilidade estrutural e energética.

Tabela 4 — Identificacdo da Estabilidade Estrutural Baseado em Descritores
NATIVOS ENXSDR ENXEST ENXSEQ
PDB pis 44 TOR DIS ASA TOR DIS ASA TOR DIS  ASA  TOR
3EZJ | 025 055 -087 0,19 -045 | =152 0,13 -022 -08 0,19 -022 052
4IDL 019 031 021 0,19 017 021 016 -017 061 016 -022 0,09
aM3) | 034 047 [ELI6 -029 055 [ <51 02 014 | =127 028 -031 -0,99
SMWN | -032 051 | =12 -023 -045 =127 017 02 | -124 02 02 -065
6GJU  -036 041 052 -027 035  -104 -024 035 | <12 021 044 | =145
6RTY 025 -064 -076 -02 -054 LS9 0,13 -004 | 16 | -021 -043 -LI2
TKGJ 02 054 <102 022 -063 L=Lg6 -018 -038 | -LS] -026 038 -0,75
TKLW | 024 -039 -043 023 -046 -079 021 -035 -08 028 -042 | -LI8
INOG 014 037 093 015 042 | =13  -006 -03 | <13 025 036 -098
8BZY 023 009 -051 -024 -022 -061 -021 -027 09 021 -0,19 -0.89
8CY6  -05 0,2 0,12 015 006 -LI8 0,14 | 0,19 066 -021 0,18 -055

Fonte: A tabela elaborada pelo Autor (2025), ressaltando os intervalos de cores utilizados os quais refletem a
estabilidade estrutural dos VHH/NTZ com base em trés descritores estruturais: DIS (Distancia), ASA (Area
Acessivel ao Solvente) e TOR (Angulos de Tor¢io). Uma escala de cores é atribuida para evidenciar alteragdes
estabilizadoras e desestabilizadoras, representadas, respectivamente, pelas cores azul e vermelho.

A comparagdo entre o AG global obtido para os VHH-IN e os trés tipos de enxerto
VHH/NTZ aponta para variagdes na estabilidade estrutural. Em geral, os valores de DIS, ASA
e TOR dos VHH-IN sdo consistentemente mais negativos em relacdo aos valores dos enxertos,
o que indica uma conformagdo bem enovelada e energeticamente favoravel consistente com
proteinas em condig¢des naturais as quais tendem a buscar, termodinamicamente, o seu estado
de enovelamento de menor energia (Finkelstein et al, 2022; Seelig; Seelig, 2023). Essa
tendéncia sugere que a introdugdo de enxertos gera desestabilizagdes variaveis, dependendo do
tipo de enxerto, do descritor analisado e do tipo de framework.

O ENXSDR apresentou uma reducdo moderada na estabilidade estrutural em
comparagao com os VHH-IN, com aumentos nos valores de DIS e ASA, indicando uma leve
perda de estabilidade. Por exemplo, para o 3EZJ, o DIS variou de -0.25 (nativo) para -0.19, o
ASA de -0.55 para -0.45, e 0 TOR de -0.87 para -1.52, este ultimo indicando uma melhoria nas
interacdes hidrofébicas. No entanto, o comportamento do ENXSDR ¢ heterogéneo: em 4IDL,
os valores de DIS e ASA permaneceram proximos aos nativos, sugerindo um impacto minimo

nesse modelo. Por outro lado, no 8CY6 (VHH/NTZ), o impacto foi mais pronunciado, com o



112

AG de ASA variando de -0.12 (nativo) para -0.06 (ENXSDR), indicando menor estabilidade,
enquanto o AG de TOR mudou de -0.12 para -1.18, o que sugere um aumento na estabilidade
hidrofébica. Adicionalmente, nos casos de 6RTY e 7KGJ, o AG de TOR mostrou
desestabiliza¢des notaveis, indicando que esse tipo de enxerto pode afetar mais drasticamente
as forcas hidrofobicas, dependendo da estrutura especifica do VHH.

O ENXEST resultou em maior desestabilizacdo em relacdo aos nativos, especialmente
nos AG de ASA e AG de TOR. Para o PDB 3EZJ, o ASA variou de -0.55 (nativo) para -0.22
(ENXEST), sugerindo um impacto nas interacdes hidrofobicas. J& o AG TOR variou de -0.87
(nativo) para -0.83 (ENXEST), indicando que a estabilidade conformacional ndo foi
drasticamente alterada. O AG DIS apresentou uma variacdo de -0.25 (nativo) para -0.13
(ENXEST), sugerindo que as interacdes locais foram menos afetadas. Em outras estruturas,
como 6GJU e 7KLW, o ENXEST mostrou-se consistentemente menos estavel em todos os
descritores. Por exemplo, em 6GJU, o DIS passou de -0.36 para -0.24, o ASA de -0.41 para -
0.35, e 0 TOR de -0.52 para -1.2, indicando maior desestabilizagdo estrutural geral.

Entre os trés tipos de enxerto, o0 ENXSEQ apresentou os maiores desvios em relacdao
aos VHH-IN nos descritores ASA e TOR, o que pode estar relacionado as conformagdes
adotadas pela CDRH3, que se curva em relagdo ao VH/NTZ, reduzindo os valores de ASA e
influenciando os angulos de tor¢ao do backbone. Para 7KGJ, por exemplo, o ASA passou de -
0.54 (nativo) para -0.38, e o TOR de -1.02 para -0.75, indicando que o ENXSEQ compromete
a acessibilidade ao solvente e as interagdes hidrofobicas. Em alguns casos, como 6RTY, o AG
de TOR foi dramaticamente impactado (-0.76 para -1.12), enquanto os valores de DIS e ASA
apresentaram menores desvios. Esse padrao sugere que o ENXSEQ afeta primariamente os
angulos de torcao, o que, a depender do framework, pode causar maior ou menor instabilidade,
enquanto as interagdes locais e tercidrias permanecem preservadas.

Curiosamente, os VHH/NTZ de 8BZY apresentaram estabilizagdo ndo apenas no
descritor ASA, que originalmente era positivo para os VHH-IN, mas também reducdes
consistentes em comparagdo aos nativos nos valores de DIS (-0.24) e TOR (-0.61) para
ENXSDR; DIS (-0.21) e TOR (-0.90) para ENXEST; e DIS (-0.21) e TOR (-0.89) para
ENXSEQ, sugerindo que, em determinados contextos, as CDRs do VH/NTZ podem contribuir
para a estabilidade estrutural.

Ao comparar os enxertos com os VHH-IN, foram observadas diferengas na estabilidade
estrutural, avaliadas pela energia livre de enovelamento global (AG) e pelos descritores
conformacionais (DIS, ASA, TOR). O ENXSDR apresentou o menor impacto na AG, sugerindo

que a inser¢ao dos residuos SDR do VH/NTZ preserva componentes criticos para a estabilidade
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estrutural (detalhamento no material suplementar H: AG por residuo). Os valores de DIS, ASA
e TOR do ENXSDR foram proximos aos dos VHH-IN em todas as estruturas analisadas,
confirmando sua baixa desestabilizacdo ¢ a manuten¢ao da conformagao nativa. Os residuos
SDR/NTZ integram-se ao VHH/NTZ de maneira funcional, desde que as mutagdes preservem
a estrutura dos estados fundamentais, a estabilidade termodinamica e a acessibilidade cinética
(Bastolla; Roman; Vendruscolo, 1999).

Por outro lado, o ENXSEQ foi a abordagem mais desestabilizadora, apresentando
alteragdes nos valores de TOR e ASA, resultando em AG menos negativos e maior instabilidade
estrutural, especialmente na CDRH3. Entre as estruturas analisadas, as mais afetadas foram
3EZJ, 4M3J, SMWN, 6GJU, 6RTY, 7KGJ, 7KLW e 8BZY, que exibiram diferengas
acentuadas em TOR e ASA em relacdo ao estado nativo. Esse comportamento sugere que
conflitos energéticos entre residuos ndo foram minimizados de forma eficaz, contrariando o
Principio da Frustragdo Minima, segundo o qual proteinas evoluem para reduzir instabilidades
energéticas nos seus estados nativos (Ferreiro; Komives; Wolynes, 2014).

O ENXEST demonstrou maior estabilidade do que o ENXSEQ na maioria dos VHHs,
mas ainda apresentou desestabilizacdo em algumas estruturas, como 3EZJ e 6GJU, onde os
valores de ASA e TOR foram alterados. Isso confirma que a curvatura da H3 do NTZ nos VHHs

esta associada a frustragdo energética local, refletindo a complexidade estrutural da regido.
4.5.8 Avaliacido de Humanidade

Qualquer proteina terapéutica desenvolvida para uso em humanos precisa levar em
considera¢do uma condicdo importante: o grau de humanizagdo desses biofdrmacos. Embora
existam alguns mAbs comerciais que ndo sdao de origem humana, como os murinos (-omab),
incluindo o blinatumomabe, capromabe e moxetumomabe, a maioria dos mAbs que possuem
peptideos ndo-humanos pode desencadear reagdes alérgicas e a producdo de anticorpos
antifarmacos (Bayer, 2019). Além disso, mAbs ndo humanos tendem a apresentar meia-vida
curta e uma ligacao fraca ao FcRn humano (Buss et al., 2012).

Os mAbs humanizados sdo desenvolvidos ao inserir as regides hipervaridveis murinas
nas cadeias leves e pesadas de uma estrutura de anticorpo humano, garantindo maior
compatibilidade com o organismo humano (Nelson; Dhimolea; Reichert, 2010). Essa
abordagem de humanizacao ¢ exemplificada no Natalizumabe. Por outro lado, os nanocorpos
hibridos investigados neste trabalho apresentam uma combinacdo de FR camelideas e as CDRs

murinas. Dessa forma, os VHH/NTZ tendem apresentam um numero maior de residuos
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divergentes em rela¢do a versao humanizada do fragmento VH/NTZ, o que pode aumentar o
risco de reagdes imunogénicas em contextos terapéuticos.

Entretanto, apesar de originarios de camelideos, os VHHs demonstram baixa
imunogenicidade em humanos, caracteristica que esta diretamente relacionada a sua elevada
homologia com a familia III do gene VH humano (Mitchell; Colwell, 2018; Rossotti et al.,
2022), bem como outros fatores mencionados no item 1.5. Esta similaridade molecular
intrinseca confere aos VHHs um perfil de compatibilidade imunologica superior aos mAbs
cléassicos, tornando processos adicionais de humanizagdo frequentemente dispensaveis para seu
uso clinico. Um exemplo ¢ o Ciltacabtagene, terapia CAR-T n3o humanizada baseada em
VHH aprovada para o tratamento do mieloma multiplo (Chekol Abebe et al., 2022). Casos
como esse destacam a aptidao terapéutica para diversas aplicagdes biomédicas.

Para avaliar se os nanocorpos hibridos apresentaram uma redug¢dao nos niveis de
"humanidade", foi utilizada a métrica OASis Identity do Biophi (detalhada na figura 37), que
analisa a propor¢do de peptideos do anticorpo que estdo presentes em anticorpos humanos. As
variagoes nas métricas de identidade humana entre as VHH/NTZ avaliadas ocorreram de forma
heterogénea. Entre os ENXSDR, que preservaram as identidades humanas dos nativos, as
estruturas com os maiores valores de OASis Identity foram o 3EZJ e o 8BZY, ambos com 62%,
e 0 6GJU com 61%, enquanto o 4IDL apresentou a menor identidade, com 55%.

Apesar das altas identidades, os valores de OASis Percentil para esses nanocorpos foram
baixos, variando de 9% a 10%, indicando limitada representatividade clinica. Os ENXEST
mostraram maior equilibrio entre identidade e representatividade. As estruturas 7KLW e 8BZY
apresentaram as maiores métricas de OASis Identity, ambas com 49%, seguidas pelo 7KGJ e
pelo 7NOG, ambas com 44%. Os percentis para essas estruturas variaram de 14% a 17%,
aproximando-se dos valores do FabH do Natalizumabe (17% de Percentil e 48% de Identity).

No grupo dos ENXSEQ, as estruturas 8BZY, 7N0G, 7KGJ e 3EZJ destacaram-se com
as maiores métricas de OASis Identity, apresentando 45%, 44%, 44% e 41%, respectivamente.
Os valores de OASis Percentil para essas estruturas variaram de 13% a 15%, novamente
proximos aos valores do FabH do Natalizumabe. Portanto, esses resultados demonstram que os
VHH/NTZ apresentam um equilibrio varidvel entre identidade humana e representatividade
clinica. Enquanto os ENXSDR mantém as maiores identidades, os ENXEST e os ENXSEQ
alcangam valores de OASis Percentil mais proximos aos padrdes terap€uticos (VH/NTZ),

reforgando seu potencial aplicabilidade clinica.
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Figura 37 — Identidade Humana Obtidas Pelo Biophi para o VHH-IN e os VHH/NTZ
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024), os graficos expoem o OASis Identity do Biophi para VHH-IN ¢ VHH/NTZ. No eixo X, estdo representados os VHH-IN e os diferentes
tipos de enxertos, enquanto no eixo Y, a métrica obtida pelo Biophi varia de 0 a 1, podendo ser interpretada como uma escala de 0% a 100%. Quanto mais proximo de 1, mais
humano ¢ o perfil dos peptideos dos VHHSs; quanto mais distante, menos humano. As cores utilizadas nos graficos sdo verde petroleo escuro, azul turquesa claro, verde esmeralda

escuro e verde primavera claro, correspondendo, respectivamente, aos dados dos VHHs NATIVOS, ENXSDR, ENXSEQ ¢ ENXEST.
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4.6 Selecao dos Complexos VHH/NTZ-a4

A selecdo dos melhores complexos foi realizada com base na pontuagdo DockQ para
trés tipos de enxertos. Utilizando o HADDOCK 2.4, foram gerados 12.000 complexos em
docking cego e 12.000 em docking dirigido, empregando a estratégia semiflexivel descrita por
Harrison et al. (2002). Essa abordagem, que considera a flexibilidade das cadeias laterais,
oferece maior precisdo ao modelar interagdes moleculares em comparacao a métodos baseados
em corpo rigido (Harmalkar; Gray, 2021).

Embora 24.000 complexos VHH-NTZ/04 tenham passados por refinamento explicito
com solvente, ndo ¢ garantia de posiciona-se nos epitopos esperados. Assim, para validar a
estratégia e minimizar a selecio de decoys’’, o re-docking cego e dirigido do dominio VH e
dominios VH/VL foram realizados, avaliando a capacidade do HADDOCK 2.4 de reproduzir
poses cristalograficas. Enquanto o re-docking cego gerou quatro complexos VH-VL/a4 e oito
VH/04, o docking dirigido produziu 30 e 34 complexos, respectivamente.

O docking dirigido gerou mais complexos devido as restricdes impostas (Raval;
Ganatra, 2022), concentrando a busca em residuos especificos da subunidade 04 que constitui
o sitio de reconhecimento do NTZ. Em contraste, o docking cego, apesar de produzir menos
complexos, explorou todo o dominio S-propeller da subunidade o4, aumentando a
probabilidade de localizacdo espontanea no sitio de intera¢do (Sunny; Jayaraj, 2022).

Assim, € possivel tragar um paralelo com os dados apresentados por Schmitz et al.
(2013), que indicam que a maior superficie de interagdo ao antigeno de um Fab clinico apresenta
dificuldades em acessar epitopos concavos, como o epitopo B da a4pB1. Essa limitagdo ocorre,
em parte, devido ao choque estérico do dominio VL. Por outro lado, os VHH, com suas CDR3
estendidas de comprimento intermediario a longo, tém maior probabilidade de acessar esses
epitopos concavos. Um dos fatores que contribuem para essa vantagem € justamente a auséncia
do dominio VL (Zavrtanik ef al., 2018).

Logo, ¢ valido sugerir que esse comportamento também se aplique ao dominio
VH/NTZ, situa¢do que explicaria a formagdo de um niimero maior de complexos com a
subunidade 04 em comparacgdo ao dominio VH/VL. As pontuagdes atribuidas pelo DockQ aos
complexos VH/04, superiores a 0,70, indicam alta qualidade e posicionamento adequado no

epitopo cristalograficos. Devido a auséncia de estruturas resolvidas para os complexos VHH-

19 Estruturas biomoleculares computacionais que, embora satisfagam critérios termodindmicos e geométricos (ex.:
baixa energia livre de interagdo e complementaridade conformacional), simbolizam falsos positivos que falham
em constituir o estado biologico genuino posto que podem nao condizer as interagdes biologicamente funcionais.
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NTZ/o4, foi utilizado o complexo artificial (fake) para avaliar as interagdes e a distribui¢ao
espacial. A selecao dos melhores complexos foi baseada na métrica DockQ, que combina Fnat,
LRMS e iRMS em uma escala continua, na qual valores proximos a 1.0 indicam alta qualidade

(Basu; Wallner, 2016; Lensink; Wodak, 2013). A tabela 5 ilustra os complexos VHH/NTZ-a4

que tiveram valores mais proximo de 1,0 Q.

Tabela 5 — Complexos VHH-NTZ/a4 Selecionados Através do DockQ

ENXEST ENXSEQ ENXSDR
OB NUM DCQO SCH NUM DCQ SCH NUM DCQ SCH
3EZJ 224 0.812 -772.51 64 0.406 -390.81 210 0.253 -0.253
4IDL - - - - - -
4M3J - - - 98 0.469 -358.02
SMWN 193 0.498 -272.30 - - - 249 0.246 -0.246
6GJU 9 0.351 -550.01 172 0.424 -261.50
TKGJ 81 0.498 -502.85 - - - 115 0.282 -0.282
TKLW - - - 88 0.235 -312.56
INOG 8 0.490 -519.87 - - -
8BZY - - - - - -
8CY6 - - - - - -

Fonte: Os complexos VHH/NTZ-04 foram selecionados com base na pontuacdo DockQ (DCQ), conforme analise
realizada pelo Autor (2025). A nomenclatura adotada inclui: ENXEST (enxerto de estrutura), ENXSEQ (enxerto
de sequéncia) e ENXSDR (enxerto de residuos determinantes de especificidade), representando as diferentes
estratégias de modelagem molecular empregadas. Cada complexo ¢ identificado pelo coédigo PDB correspondente
ao nanocorpo no Protein Data Bank, seguido pelo numero da pose (NUM) gerada pelo software HADDOCK. O
critério de selegdo principal foi a pontuagdo DCQ (DockQ), complementada pelo HADDOCK Score (SCH) para
avaliagdo complementar da qualidade dos modelos.

Entre os tipos de enxertos, considerando os critérios de qualidade pelo DockQ,
aproximadamente 350 complexos guiados foram classificados como ENXEST, seguidos por
ENXSEQ (98 complexos) e ENXSDR (82 complexos). O ENXEST também apresentou a
maior propor¢do de complexos em docking cego (4.5%) em comparacdo com o ENXSEQ
(4.2%) e 0o ENXSDR (1.6%).

Essa superioridade ¢ atribuida a preservagao da conformacao cristalizada das CDRs, que
mantém 100% do formato estrutural, que segundo Yu; Schiirpf; Springer, 2013 ¢ essencial para
a interacdo NTZ-a4, como pode ser visto na figura 38. Por outro lado, embora os ENXSEQ
compartilhem os mesmos residuos CDRs e posi¢des dos ENXEST, apresentam divergéncias
conformacionais, especialmente na regido H3, em relagdo ao dominio VH/NTZ. Essa diferenca
pode ter reduzido a quantidade de complexos formados. Enquanto as regides CDRs H1 e H2
do ENXSEQ mantém conformagdes semelhantes as do VH/NTZ, sua complementaridade

estrutural é inferior a dos ENXEST.



119

Os ENXSDR, embora apresentem estrutura semelhante 8 CDR3 VH/NTZ, mostraram
eficiéncia limitada na formagdo de complexos devido dentre outros fatores a diferencgas nos
residuos das CDRs em comparacdo com o VH/NTZ, o que comprometeu sua especificidade
para a subunidade a4. Conforme discutido por Hirata et al. (2018), a tridimensionalidade da H3
¢ fundamental na interagdo com antigenos, e os resultados aqui encontrados estdo de acordo
com essa afirmagdo, pois observou-se que a H3-NTZ ¢ crucial para o reconhecimento da
subunidade 04, regulando diretamente sua funcionalidade estrutural e energética.

Além disso, notou-se que, no caso do VHH/NTZ, a conformacao das CDRs exerce
maior influéncia do que as populagdes de aminoacidos presentes nelas. Contudo, € importante
ressaltar que, para um mimético “ideal” VHH/NTZ, o equilibrio entre conformacdo e
composicao dos aminoacidos deve ser cuidadosamente considerado para otimizar sua interagao

com o antigeno.

Figura 38 — Interface dos Melhores Complexos VHH-NTZ/a4 Segundo DockQ
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Fonte: A ilustragdo gerada no PyMOL pelo Autor (2025) apresenta os complexos VHH-NTZ/a4 com trés tipos de
enxertos sobrepostos ao dominio VH/NTZ de referéncia, onde um valor de DockQ de 0.23 indica a manutengéo
da especificidade antigénica, confirmando que as caracteristicas essenciais dos VHH originais foram preservadas
mesmo apds a incorporagdo das CDRs do NTZ. Na representacao, as interfaces dos enxertos estruturais aparecem
em verde-cana, contrastando com os enxertos de sequéncia em vermelho e os residuos determinantes de
especificidade em roxo, enquanto o antigeno (subunidade 04 do dominio S-propeller) é exibido em cinza-claro e
0 dominio VH/NTZ em sua conformacéo cristalizada destaca-se em ciano, proporcionando uma visualizagdo clara

das interagcdes moleculares e da integridade estrutural dos complexos.

4.7 Construcdes dos VHH/NTZ para Seleciao

Esta se¢do descreve os parametros fisico-quimicos e biofisicos dos VHH antes e apos o
enxerto, destacando os modelos com melhor desempenho segundo as pontuagdes DockQ. Os

complexos corretamente posicionados no sitio de interagdo da subunidade a4—reconhecido
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pelo VH/NTZ—fornecem bases para etapas futuras. Embora nem todos os VHH/NTZ tenham
formado complexos aceitaveis, os melhores resultados sdo detalhados na Segdo 4.6. A
integragdo desses parametros estabelece fundamentos para o desenvolvimento de
um VHH/NTZ anti-a4 e a otimizacao de estruturas iniciais.

Os complexos obtidos podem ser refinados in silico para aplicagdo in vitro, visando
etapas pré-clinicas e clinicas na mitigagao dos efeitos adversos do natalizumabe. As Tabelas 6,
7 ¢ 8 compilam os resultados dos grupos ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR, respectivamente,
enquanto a Tabela 9 apresenta os valores dos VHH-IN. A Tabela 5 lista os melhores
complexos VHH-NTZ/04 por tipo de enxerto, com destaque para modelos promissores (DockQ
>0,230). Todos os enxertos formaram complexos, mas apenas o ENXEST gerou modelos para
todos os 11 nanocorpos, alguns com DockQ > 0,800. Os grupos ENXSEQ e ENXSDR também

atingiram valores acima do corte, porém nao para todos 0s nanocorpos.

Tabela 6 — Métricas Fisico-Quimicas, Biofisicas ¢ DockQ dos ENXEST

ENXERTO DE ESTRUTURA (ENXEST)

Propriedades DockQ
HMD STR
PDB PCT IDD FR Hl H2 H3 NIV SLD  AGO  TRM RID ID DCQ
3EZJ 0,125 0,408 E L T E 0,792 1,022 0,174 67.0°C 0,029 224.pdb 0.812
4IDL 0,007 0,129 E L T E 0,609 0,943 0,155 68.9°C 0,038 91.pdb 0.496
4M3J 0,072 0,276 E L T E 0,738 1,085 0,166 64.3 °C 0,027 65.pdb 0.289
5SMWN 0,077 0,293 E L T E 0,794 0911 0,178 71.9°C 0,024 193.pdb 0.482
6GJU 0,106 0,370 E L T E 0,828 1,047 0,176  65.7°C 0,030 9.pdb 0.351
6RTY 0,075 0,286 E L T E 0,766 1,148 0,143 67.2°C 0,034 143.pdb 0.655
7KGJ 0,139 0,439 E L T E 0,810 0,866 0,200 66.9 °C 0,023 60.pdb 0.497
TKLW 0,174 0,486 E L T E 0,800 0,876 0,190 68.4 °C 0,023 68.pdb 0.598
7INOG 0,139 0,439 E L T E 0,810 0,830 0,200 69.8 °C 0,023 8.pdb 0.490
8BZY 0,174 0,486 E L T E 0,760 0,823 0,192 67.0°C 0,023 132.pdb 0.685
8CY6 0,070 0,269 E L T E 0,749 1,007 0,185 65.4°C 0,029 118.pdb 0.269

Fonte: As tabelas elaboradas pelo Autor (2024) apresentam as propriedades fisico-quimicas e biofisicas de todos
0s nanocorpos, tanto antes quanto apos a estratégia de enxerto. As siglas utilizadas incluem: TRM
(termoestabilidade), HMD (humanidade), IDD (OASis Identity), PTC (OASis Percentil), SLD (solubilidade), AGO
(agregacdo), NTV (natividade), STR (estrutura secundaria), H1, H2 e H3 (correspondendo a CDR1, CDR2 ¢
CDR3, respectivamente) e FR (Framework). Os estados de estrutura secundaria sdo representados por H (hélice
alfa), G (hélice 3-10), I (hélice pi), E (cadeia beta estendida), B (ponte beta), T (dobra), L (Loop), S (curvatura).
Além disso, RID refere-se a regido intrinsecamente desordenada (/ntrinsically Disordered Region). Os termos
ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR correspondem, respectivamente, ao Enxerto Estrutural, Enxerto de Sequéncia e
Enxerto de Residuos Determinantes de Especificidade. As siglas ID e DCQ representam, respectivamente, a

identidade do complexo gerado para cada tipo de enxerto e o valor de DockQ.

Tabela 7 — Métricas Fisico-Quimicas, Biofisicas e DockQ dos ENXSEQ

ENXERTO DE SEQUENCIA (ENXSEQ)

Propriedades DockQ

HMD STR

PDB PCT DD 3 NTV SLD AGO TRM RID D DCO

4IDL 0,007 0,130 E 0,639 1,044 0,157 62.9 °C 0,045 104.pdb 0.330

FR

3EZJ 0,125 0,408 E E 0,800 1,123 0,179 68.7 °C 0,045 64.pdb 0.406
E
E

Sl
===

4M3J 0,087 0,313 E 0,812 1,121 0,175 64.3 °C 0,031 98.pdb 0.469
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SMWN 0,078 0,295 0,798 0,932 0,188 67.7°C 0,025 249.pdb 0.259

6GJU 0,092 0,330 0,849 1,151 0,185 62.2 °C 0,025 172.pdb 0.424

6RTY 0,090 0,321 0,794 1,163 0,154 67.7°C 0,028 177.pdb 0.478

7KGJ 0,143 0,443 0,818 0,988 0,209 61.5°C 0,026 -

TKLW 0,093 0,333 0,820 0,746 0,191 69.6 °C 0,025 85.pdb 0.237

8BZY 0,149 0,452 0,804 0913 0,218 65.4°C 0,025 - -

|| o | oo || o
= oo e e e e
GG I
|| o | oo || o

8CY6 0,045 0,217 0,763 1,006 0,187 64.6 °C 0,031 - -

Fonte: As tabelas elaboradas pelo Autor (2024) apresentam as propriedades fisico-quimicas e biofisicas de todos
0s nanocorpos, tanto antes quanto apos a estratégia de enxerto. As siglas utilizadas incluem: TRM
(termoestabilidade), HMD (humanidade), IDD (OASis Identity), PTC (OASis Percentil), SLD (solubilidade), AGO
(agregacdo), NTV (natividade), STR (estrutura secundaria), H1, H2 e H3 (correspondendo a CDR1, CDR2 e
CDR3, respectivamente) e FR (Framework). Os estados de estrutura secundaria sdo representados por H (hélice
alfa), G (hélice 3-10), I (hélice pi), E (cadeia beta estendida), B (ponte beta), T (dobra), L (Loop), S (curvatura).
Além disso, RID refere-se a regido intrinsecamente desordenada (Intrinsically Disordered Region). Os termos
ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR correspondem, respectivamente, ao Enxerto Estrutural, Enxerto de Sequéncia e
Enxerto de Residuos Determinantes de Especificidade. As siglas ID e DCQ representam, respectivamente, a

identidade do complexo gerado para cada tipo de enxerto e o valor de DockQ.

Tabela 8 — Métricas Fisico-Quimicas, Biofisicas ¢ DockQ dos ENXSDR

ENXERTO DE RESIDUOS DETERMINANTE DE ESPECIFICIDADE (ENXSDR)

Propriedades DockQ
HMD STR

PDB PCT DD R i o2 H3 NTV SLD AGO TRM RID D DCO
3EZJ 0,137 0,437 E L L E 0,853 0,991 0,185 70.9°C 0,031 210.pdb 0.253
4IDL 0,075 0,288 E L E E 0,709 1,133 0,133  733°C 0,036 63.pdb 0.339
4M3J 0,106 0,375 E L L E 0,837 0,723 0,179 67.1°C 0,031 - -
5SMWN 0,078 0,297 E L E E 0,834 0,961 0,168 71.2°C 0,036 249.pdb 0.246
6GJU 0,087 0,312 E L L E 0,866 0,889 0,203  69.3°C 0,031 - -
6RTY 0,100 0,348 E L E E 0,814 1,181 0,160 644°C 0,034 - -
TKGJ 0,172 0,482 E L T E 0,831 0,969 0,194  66.0°C 0,023 115.pdb 0.282
TKLW 0,169 0,477 E L L E 0,838 0,865 0,196  659°C 0,025 151.pdb 0.232
TNOG 0,087 0,313 E L L E 0,822 0,883 0,203  71.8°C 0,025 - -
8BZY 0,172 0,482 E L T E 0,807 0,581 0215 67.9°C 0,023 - -
8CY6 0,038 0,205 E L E E 0,807 1,081 0,190 63.6°C 0,031 - -

Fonte: As tabelas elaboradas pelo Autor (2024) apresentam as propriedades fisico-quimicas e biofisicas de todos
0s nanocorpos, tanto antes quanto apos a estratégia de enxerto. As siglas utilizadas incluem: TRM
(termoestabilidade), HMD (humanidade), IDD (OASis Identity), PTC (OASis Percentil), SLD (solubilidade), AGO
(agregacdo), NTV (natividade), STR (estrutura secundaria), H1, H2 e H3 (correspondendo a CDR1, CDR2 ¢
CDR3, respectivamente) e FR (Framework). Os estados de estrutura secundaria sdo representados por H (hélice
alfa), G (hélice 3-10), I (hélice pi), E (cadeia beta estendida), B (ponte beta), T (dobra), L (Loop), S (curvatura).
Além disso, RID refere-se a regido intrinsecamente desordenada (/ntrinsically Disordered Region). Os termos
ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR correspondem, respectivamente, ao Enxerto Estrutural, Enxerto de Sequéncia e
Enxerto de Residuos Determinantes de Especificidade. As siglas ID ¢ DCQ representam, respectivamente, a

identidade do complexo gerado para cada tipo de enxerto e o valor de DockQ.

Tabela 9 — Métricas Fisico-Quimicas e Biofisicas dos NATTVOS

NATIVOS
Propriedades
HMD STR
PDB PCT DD R 1l 177, 03 NTV SLD AGO TRM RID
3EZJ 0,150 0,455 E L E E 0,893 0,899 0,188 67.6 °C 0,032
4IDL 0,004 0,113 E L E E 0,730 1,395 0,136 72.1°C 0,050
4M3J 0,083 0,305 E L E E 0,823 0,583 0,198 64.1°C 0,040
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SMWN 0,0789 0,297 E L E E 0,889 0,581 0,213 72.1°C 0,030
6GJU 0,100 0,348 E L E E 0,889 0,679 0,222 68.5 °C 0,037
6RTY 0,083 0,305 E E E E 0,806 1,072 0,190 68.2 °C 0,035
7KGJ 0,160 0,469 E L E E 0,780 0,959 0,204 61.9 °C 0,024
TKLW 0,164 0,473 E L E E 0,796 0,924 0,204 65.9 °C 0,021
7INOG 0,160 0,469 E L E E 0,780 0,937 0,211 70.3 °C 0,024
8BZY 0,164 0,473 E L E E 0,793 -0,025 0,240 70.0 °C 0,025
8CY6 0,038 0,205 E L E E 0,829 1,159 0,180 63.4°C 0,044

Fonte: A tabela elaborada pelo Autor (2024) apresenta as propriedades fisico-quimicas e biofisicas de todos os
nanocorpos, tanto antes quanto apds a estratégia de enxerto. As siglas utilizadas incluem: TRM
(termoestabilidade), HMD (humanidade), IDD (OASis Identity), PTC (OASis Percentil), SLD (solubilidade), AGO
(agregacdo), NTV (natividade), STR (estrutura secundaria), H1, H2 e H3 (correspondendo a CDR1, CDR2 e
CDR3, respectivamente) e FR (Framework). Os estados de estrutura secundaria sdo representados por H (hélice
alfa), G (hélice 3-10), I (hélice pi), E (cadeia beta estendida), B (ponte beta), T (dobra), L (Loop), S (curvatura).
Além disso, RID refere-se a regido intrinsecamente desordenada (Intrinsically Disordered Region). Os termos
ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR correspondem, respectivamente, ao Enxerto Estrutural, Enxerto de Sequéncia ¢
Enxerto de Residuos Determinantes de Especificidade.
5 CONSIDERACOES FINAIS

Embora ainda sejam necessarios avancos para desenvolver um VHH mimético com alta
afinidade e especificidade pela subunidade 04 da integrina a4f1, capaz de antagoniza-la como
o NTZ, os resultados atuais oferecem uma base solida para essa constru¢do. As variantes
VHH/NTZ obtidas pelas estratégias ENXSEQ, ENXEST e ENXSDR, apesar de ndo serem
miméticos completos do VH/NTZ, revelam-se hibridos promissores. Entre os principais
achados, destacam-se sete aspectos relevantes. O primeiro (1) refere-se ao uso da natividade
como critério de filtragem, o que se mostrou uma tética eficaz para a selegcdo de VHH/NTZ com
menores variacdes em suas propriedades. Esse critério permitiu reduzir a amostra para cinco
candidatos no caso do ENXEST, quatro no ENXSEQ e trés no ENXSDR, tornando as etapas
subsequentes mais gerencidveis. O segundo ponto (2) envolve a pontuagcdo DockQ, em que os
12 modelos selecionados (com menor variagdo da natividade) manifestaram escores mais
proximos de 1.0, indicando melhor desempenho na formacao dos complexos VHH/NTZ-04.

Ja o terceiro achado (3) diz respeito ao impacto das CDRs do VH/NTZ nas propriedades
biofisicas e fisico-quimicas dos VHHs. Essas regides influenciam de forma distinta o
comportamento das variantes, dependendo de multiplos fatores, entre eles: (i) as propriedades
intrinsecas especificas, (i1) o tipo de enxerto utilizado, (iii) o framework adotado e (iv) as
caracteristicas individuais de cada uma das CDRs do VH/NTZ.

O quarto aspecto (4) destaca o desempenho da estratégia ENXEST, que apresentou
maior especificidade ao antigeno, além de ganhos sutis em solubilidade, termoestabilidade e
redugdo na agregacao. Em quinto lugar (5), a estratégia ENXSEQ mostrou avangos expressivos

em solubilidade e especificidade intermediaria, mas com prejuizos relevantes, como
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desestabilizacdo estrutural (sobretudo na regido critica da CDRH3) e menor estabilidade
térmica. Ambos os enxertos oferecem beneficios distintos, mas ainda requerem ajustes para
superarem suas limitagdes.

O sexto ponto (6) refere-se a estratégia ENXSDR, que se mostrou mais consistente,
promovendo melhorias integradas em natividade, termoestabilidade, estabilidade estrutural e
humanidade. Apesar da solubilidade inferior as estratégias SEQ e EST, ainda alguns modelos
superou os VHH-IN. Esses avangos reforcam seu potencial na criagdo de VHHs miméticos
estaveis para o tratamento da EM. No entanto, a baixa formagdao de complexos com a
subunidade 04 indica a necessidade de ajustes para aprimorar a especificidade.

Por fim, o sétimo achado (7) aponta que a transferéncia direta das CDRs VH/NTZ para
um scaffold VHH, especialmente quando sua conformacao ¢ alterada para o tipo kinked, pode
comprometer algumas das propriedades intrinsecas dos VHHs, mesmo quando a especificidade
¢ preservada. Em contrapartida, a substituicdo pontual por residuos-chave (SDRs) mostrou-se
mais conservadora quanto a manutencao das caracteristicas originais dos VHHs, ainda que isso

venha acompanhado de uma reducao na especificidade.
6 PERSPECTIVAS E PROJECOES

As perspectivas deste trabalho ainda estdo centradas no ambito in silico, com foco em
diversas dire¢des importantes. Uma delas € a caracterizacdao das interagdes moleculares entre
os residuos de interface dos complexos VHH-NTZ/a4, avaliando se os VHH/NTZ selecionados
conseguem reproduzir as interagdes observadas no complexo VH-NTZ/04. Além disso, serd
essencial investigar o comportamento dindmico das CDRs em diferentes contextos estruturais,
incluindo o VH/NTZ, VH-VL/NTZ, bem como as CDRs dos enxertos ENXSEQ, ENXEST e
ENXSDR, para verificar se alcangam a conformagdo desejada, especialmente da H3/NTZ, e
analisar se o comportamento das CDRs difere na auséncia do dominio VH ou em outros
contextos de FR. Por fim, deve-se incluem também a andlise da estabilidade dos complexos por
meio de simula¢des de dinamica molecular e a realizagdo de mutagdes pontuais nas CDRs dos
VHH/NTZ selecionados nos residuos ndo-hostpots®’, com o objetivo de otimizar a estabilidade

e a especificidade em relagdo a subunidade o4.

20 Residuos hotspots sdo aminoacidos em interfaces de interagdo molecular que contribuem desproporcionalmente
para a estabilidade termodinamica do complexo (AG), sendo essenciais para tal. Em anticorpos, concentram-se
comumente nas CDRs, onde estabelecem interagdes criticas com o antigeno. Sua muta¢do, mesmo conservadora,
pode usualmente reduzir de forma dréstica a afinidade, especificidade e estabilidade, definindo-os como nucleos
funcionais. Em contraste, residuos nao-hotspots t€ém contribuicdo energética marginal, atuando em interagdes
periféricas ou estruturais, sem impactos expressivos na funcdo. Essa distingdo € crucial para engenharia de
proteinas, direcionando otimiza¢des como maturagao de afinidade, estabilidade ou humanizacgio de anticorpos.
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ANEXO A — STATUS CLINICO DOS NANOCORPOS

Nanocorpos como terapéuticos
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. Autoanticorpos Alexion
&?C;r;lllr;l; (l;) Miasentia Grave Contra Receptores Fase 111 Pharmaceuticals,
de Aceitlcolina Boston, United States
Alphamab
KNO035 Carcinoma Hepatocelular PD-L1 Fase I Biopharmaceuticalsm
China
Cancer de pulmao Alpha,ab

KNO046 escamoso de células ndo PD-L1/TLA4 Fase II1 Biopharmaceuticalsm

pequenas China




144

Alphamab
KNO046 CHC Avangado PD-L1/CTLA-4 Fase I Biopharmaceuticals,
China
Janssen Research &
LCAR-B28M Mieloma Multiplo BCMA Fase II Development, LLC,
Raritan, United States
. o Antigeno de Janssen Research &
LCAR-B38M Rel\élaetii(ﬁg/aR?(:igg :I)l te Maturagao de Fase II Development, LLC,
Células B Raritan, United States
Campviobacier Lumen Bioscience,
LMN-101 Campilobacteriose PYiobe Fase II Inc., Seattle, United
Jaun States
Lulizumab, Lupus Eritematoso . .
BMS931699 Sistémico CD28-B7 Fase I Bristol-Myers Squibb
Desintegrina e
. metaloproteinase Merck KGaA,
M6495 Osteoartrite com Motivos de Fase Darmstadt, Germany
Trombospondina-5
M6495 Osteoartrite ADAMTS5 Fase | Ablynx, Ghent,
Belgium
Nb V565 Doenga de Crohn TNF-a Fase I VHsquared Ltd.,
Copenhagen, Denmark
NbBI.1031020 Alzheimer A-B Fase | Bochringer Ingelheim,
Alemanha
Taisho
Ozoralizumab Artrite Reumatoide TNFa-HSA-TNFa Aprovado Pharmaceuticals,
Tokyo, Japan
PF-05230905 Doengas inflamatorias TNF-a Fase I Ablynx,'Ghent,
Belgium
Sonelokimab Bond Avillion 2
(M1095) Psoriase IL-17A, IL-17F Fase II Development LP,
London, England
Tumores Solidos Novartis
TAS266 Avangados DR3 Fasel Pharmaceuticals, Suiga
TXBA Linfoma Primario do SNC TfR1 Pré-clinica Ossianix, Reino Unido
V565 Colite Ulcerativa TNF-a Fase II Vquuared.Ltd, Reino
Unido
Vobarilizumab  Artrite Reumatoide, Lupus Receptor de Fase II Ablynx, Ghent,
(ALX-0061) Sistémicos Interleucina 6 Belgium

Fonte: Elaborado por Jin et al., (2023) e adaptado por Autor (2024).

ANEXO B - LISTA DE CARACTERISTICAS EXPERIMENTAIS DO CRISTAL 4IRZ
CONTENDO DO DOMINIO FAB E A SUBUNIDADE A4 DA INTEGRINA A4B1

Dados Experimentais

. ~ R-Value
Dados da Método Resolucdo R-Value Free R-Value work Observed
cristalizagdo X-Ray 2.84 A 0.287 0.287 0.239
Diffraction
, Peso total da Contagem de Conta’gem de Conta’gem de Cadeias
Conteudo de , residuos residuos .
L estrutura atomos . proteicas
macromolécula modelado depositados
114.85 kDa 8.011 1.017 1.029 3

Fonte: Elaborado por Autor (2024)
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ANEXO C - LISTA DE DISTANCIAS DE INTERACOES DADA PELO RING NO

ESTADO RELAXADO
Interacao Distancia

Doador-aceitador da ligagdo de hidrogénio 53A
Aceitador-H da ligag@o de hidrogénio 33A
Ligacdo idnica 45A

Ligacdes dissulfetos 3A

Centro de doador m-hidrogénio 5A
Ligagdo n- m stacking 73 A
Ligacdo de Van Der Waals 0.03 A
Ligagdo m-cation 6.7 A

Coordenagdo de ion metal 4 A

Fonte: Elaborado por Autor (2024)

ANEXO D - LINHAGEM GERMINATIVA DOS NANOCORPOS (NATIVOS)

PDB ID Espécie V/gene V/identidade J/gene J/identidade
3EZ] Humano IGHV3-66*01 0.76 IGHJ4*01 0.86
41DL Humano IGHV3-23*02 0.61 IGHJ5*01 0.71
4M3J Mouse IGHV5-6-3*01 0.69 IGHJ4*01 0.71

SMWN Humano IGHV3-66*01 0.70 IGHJ4*01 0.86
6GJU Humano IGHV3-23*03 0.74 IGHJ4*01 0.79
6RTY Humano IGHV3-66*01 0.70 IGHJ4*01 0.79
7KGJ Humano IGHV3-66*01 0.76 IGHJ4*01 0.79

TKLW Humano IGHV3-66*01 0.76 IGHJ4*01 0.79
TNOG Humano IGHV3-66*01 0.76 IGHJ4*01 0.79
8BZY Humano IGHV3-66*01 0.77 IGHJ4*01 0.79
8CY6 Humano IGHV3-23*04 0.68 IGHJ4*01 0.86

Fonte: Elaborado por Autor (2024)

ANEXO E - METODOS NUMERICOS DO HADDOCK 2.4: ESTAGIOS,
ALGORITMOS E FUNCOES DE ENERGIA

Estagio Equacio de Energia Flexibilidade Componentes Chave
Apenas termos nao-
Corpo rigido  Erigid&=EvdW-+Eelec+ErestraintsEri Corpos rigidos ligados (vdW +
(it0) gid=EvdW+FEelec+Erestraints (sem flexibilidade) eletrostatica) e restri¢des
(AIRs).
Adiciona
Esemi- o termos ligados (ligacdes,
Semi-flexivel  flex=Erigid+Ebond+Eangle+Edihe Flex1b} lldac?e angulos, diédricos), mas
. . .. Torcional,; R
(itl) dralEsemi-flex=FErigid+Ebond aneulos diédricos mantém
+Eangle+FEdihedral & comprimentos/angulos
fixos.
Inclui todos os termos
Solvente EMD=Ebonded+Enon- e . s 1
. ; + nio- +
explicito bonded+ErestraintsEMD=FEbonded eﬂegs:llglgaciertte(g:rl;o rel;%;(gl:g:s ;ga(:)r;lcg:go:gua
_ + 1 >
(water) +Enon-bonded+Erestraints explicita (TIP3P).

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025), com base no algoritmo do HADDOCK 2.4



146

APENDICE A - GRAFICO DE RAMACHANDRAN GERADOS PARA OS VHH QUE
RECEBERAM O ENXERTO DE SEQUENCIA

180

102 Tyr

P

180

180

180 /A_-‘L/-\

180 0 Phi 180

Fonte: O grafico de Ramachandran, gerado pelo Autor em 2024 utilizando o sofiware MolProbity (Chen et al.,
2010), apresenta os angulos de tor¢do ¢ (phi) e y (psi) das ligagdes peptidicas em proteinas. Este grafico é uma
ferramenta importante para avaliar a conformacdo estrutural das proteinas, permitindo identificar regides
permitidas e proibidas para os residuos de aminoacidos, o que auxilia na validag@o e no refinamento de modelos

estruturais.



APENDICE B — MATRIZ DE CONTATO ENTRE O DOMINIO VH/NTZ E A
SUBUNIDADE A4 DA INTEGRINA A4B1
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Fonte: Graficos elaborados pelo Autor (2024), com o auxilio do software RING 4.0 (Del Conte et al., 2024), que

apresentam a matriz de contato entre os residuos da interface do complexo VH/NTZ e a subunidade a4. O grafico
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destaca todas as interagdes presentes no complexo, incluindo ligagdes de hidrogénio, interacdes de Van der Waals,

ligagdes ionicas, ligacdes dissulfeto, além de interagdes m-cation e n-m-Stack.

APENDICE C - COMRPIMENTO DE SEQUENCIA DOS VHH-IN E VHH/SDR

[ comprimento de sequencia da CDR1 | [ comprimento de sequenciada CORz | ([ comprimento de sequenciada CDR3 |

m [ comprimento de sequenciada cOR1 | [ comprimento de sequencia da cor2 | [ comprimento de sequenciada cDR3 ]
g 3" H H §.l
3 i £ g g I
i £ H Ko :
8 H £ H 5.1
i 5 ]
cccccccc e " comprimento “ " comprimenta

Fonte: Graficos elaborados pelo Autor (2024), com o auxilio do software Abalign (Zong et al., 2023), apresentam
o comprimento das CDRs de todos os nanocorpos nativos, bem como dos nanocorpos que receberam o enxerto de

SDR.

APENDICE D - FREQUENCIAS DE MUTACOES DOS VHH-IN E DOS VHH/NTZ

0.100 <= Percentage < 0,300
0300 <= Percentage < 100D

NATIVOS 5000 < Percentage < 0,010 0.100 <= Peccentage < 0.300 ENXSDR
D010 <= Porcentage <0100 0.300 <= Percantage < 1.000

I o T o e i s B ¢ o = Y - 5 T |

HGFEDCA

TSROPHMLEK |
YWVTSROPNMLKIHGFEDCA

0000 Peeriage <0010 0100 rcemoge <038
ENXSEQ 2010 P <0100 = 0300 e Fescrtogs < 1000 ENXEST SRR LAY, O 5% Femi UM

I . T I = s e |

L O . G I e |

B

YWVTSROPMNMLEKINGFEDCA
YWYTSROPNMLEKIHGFEDCA

Fonte: Graficos elaborados pelo Autor (2024), com o auxilio do software Abalign (Zong et al., 2023), apresentam

a taxa de mutagdo nas regides CDR1, CDR2, CDR3 e FR. Esses graficos comparam os grupos NATIVOS,
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ENXSDR, ENXSEQ e ENXEST. No eixo Y, estdo representados os 20 aminoacidos, enquanto o eixo X indica as

posicdes especificas dos aminoacidos nas sequéncias analisadas.

APENDICE E — COMPREENSAO DA SIMILIARIDADE DOS ENXSEQ PARA

RAIOS X E ESPECTROSCOPIA DE RMN
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Fonte: Graficos elaborados pelo Autor (2024), com auxilio

8BZY- Z-Score: -5.92

8BZY- Z-Score: -5.54
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do ProSA3 (Wiederstein; Sippl, 2007), permitem

comparar a estrutura tedrica predita com um banco de dados de proteinas validadas experimentalmente, avaliando
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a proximidade do modelo teérico em relacdo aos dados experimentais. A cor azul claro representa os dados

comparativos de raio-X, enquanto o azul escuro corresponde aos dados comparativos de RMN.

APENDICE F - FLUTUACAO DE RESIDUOS PARA O POTENCIAL DE
AGREGACAO DOS VHH-IN E DOS ENXNTZ

3E2) 5 ai0L

10 AM3) SMWN

10
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1 _ :
Ll 40 60 80 100 120

, ] 20 ~ .
Fonte: O graﬁco apresentadu PUL AUWIL (LU44) HUdSUd d Luluagday uud 1CS1UUUS ©LiL relagao ao poten01al de

agregagdo, comparando os residuos nativos, representados em verde-azulado escuro, com os residuos enxertados,

indicados pelas cores azul real (ENXSDR), azul ciano fluorescente (ENSEQ) e azul médio escuro (ENXEST). A
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analise foi realizada com a ferramenta AggreProt (Planas-Iglesias et al., 2024), que classifica residuos com valores
superiores a 0,25 como indicativos de potencial de agregacdo, evidenciando regides criticas para investigagdes
estruturais e funcionais. As regides correspondentes as CDRs estdo destacadas em azul elétrico intenso (H1), verde
fluorescente brilhante (H2) e laranja dourado (H3). O eixo y representa o score calculado pelo AggreProt, enquanto

0 eixo x indica a posi¢do dos residuos.

APENDICE G — PROBABILIDADE DE ESTRUTURA SECUNDARIA PARA O

DOMINIO VH/NTZ
I
O
‘H |I‘N‘H|‘ M III‘I 7
L (18]
o
: =
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(@]
-0.4 £
- 0.2
|
i ( L ' ' i i 0 1 00
N MM~ AWM M~S A NOMMAEEANOMSEANOMM~-=EINOM ™~
HE NN TTNNWOWEeONNOOOOOOO OO O HMN
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Fonte: Grafico que apresenta as populagdes de estruturas secundarias de uma proteina e destaca a probabilidade
de ocorréncia dessas estruturas em diferentes regides do dominio VH/NTZ. No eixo Y (lado esquerdo), sdo
exibidos os oito tipos de estrutura secundaria classificados, enquanto no eixo X estio as posi¢des dos residuos de
aminoacidos que compdem o dominio VH/NTZ. Ja no eixo Z (lado direito), é representada uma escala de calor
indicando a probabilidade de 0% a 100% para cada tipo de estrutura secundaria. Regides em vermelho refletem
maior probabilidade (proximo a 100%) de adotar uma estrutura especifica, enquanto areas em azul indicam baixa

probabilidade de formacdo dessa estrutura.

APENDICE H - COMPARACAO DA SOLUBILIDADE ENTRE OS VHH-IN E O

VHH/NTZ
PDB NATIVOS ENXESDR ENXEST ENXSEQ
3EZJ 0,90 0,99 1,04 1,14

4M3J 0,58 0,72 1,11 1,14
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SMWN 0,58 0,96 0,91 0,95
6GJU 0,68 0,89 1,07 1,17
6RTY 1,07 1,18 1,15 1,18
TKGJ 0,96 0,97 0,87 0,99
TKLW 0,92 0,87 0,88 0,75
TNOG 0,94 0,88 0,83 0,99
8BZY 0,64 0,57 1,06 0,98
8CY6 -0,03 0,58 0,82 0,91

Fonte: A tabela de cor elaborada pelo autor (2025), representa a solubilidade geral dos VHHs. A escala de cores

indica que, quanto mais vermelho o score, mais negativa ¢ a pontuagdo, o que sugere uma menor solubilidade dos

VHHs. Em contraste, scores mais positivos, destacados em verde, indicam maior solubilidade.

APENDICE I - IMPACTO GLOBAL DAS IDRS DOS VHH-IN COMPARADO COM

OS VHH/NTZ
PDB TIPO Score Nativo Score Enxerto Delta (A) Impacto
3EZJ ENXEST 0,02993 -0,00305 Reduziu
3EZJ ENXSDR 0,03298 0,03108 -0,00190 Reduziu
3EZJ ENXSEQ 0,04503 +0,01205 Aumentou
41DL ENXEST 0,03895 -0,01145 Reduziu
41DL ENXSDR 0,05040 0,03610 -0,01429 Reduziu
41DL ENXSEQ 0,04503 -0,00537 Reduziu
4M3J ENXEST 0.04681 0,03266 -0,01415 Reduziu
4M3J ENXSDR ’ 0,03979 -0,00702 Reduziu
4M3J ENXSEQ 0,03415 -0,01266 Reduziu
SMWN ENXEST 0,03276 -0,00993 Reduziu
SMWN ENXSDR 0,04269 0,04577 +0,00308 Aumentou
SMWN ENXSEQ 0,03485 -0,00784 Reduziu
6GJU ENXEST 0,03064 -0,00672 Reduziu
6GJU ENXSDR 0,03736 0,03264 -0,00472 Reduziu
6GJU ENXSEQ 0,02527 -0,01209 Reduziu
6RTY ENXEST 0,03349 +0,00277 Aumentou
6RTY ENXSDR 0,03072 0,03320 +0,00248 Aumentou
6RTY ENXSEQ 0,02688 -0,00384 Reduziu
TKGJ ENXEST 0,02939 -0,00610 Reduziu
TKGJ ENXSDR 0,03549 0,03319 -0,00230 Reduziu
7KGJ ENXSEQ 0,03461 -0,00088 Reduziu
TKLW ENXEST 0,02948 -0,01588 Reduziu
TKLW ENXSDR 0,04536 0,03313 -0,01223 Reduziu
TKLW ENXSEQ 0,03242 -0,01294 Reduziu
TNOG ENXEST 0,03429 -0,00863 Reduziu
TNOG ENXSDR 0,04292 0,03557 -0,00735 Reduziu
TNOG ENXSEQ 0,04012 -0,00280 Reduziu
8BZY ENXEST 0,03003 -0,00077 Reduziu
8BZY ENXSDR 0,03080 0,02730 -0,00350 Reduziu
8BZY ENXSEQ 0,02755 -0,00325 Reduziu
8CY6 ENXEST 0,02993 -0,01488 Reduziu
8CY6 ENXSDR 0,04481 0,04013 -0,00468 Reduziu
8CY6 ENXSEQ 0,03156 -0,01325 Reduziu

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025)
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APENDICE J - ENERGIA DE ENOVELAMENTO POR RESIDUO PARA OS
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APENDICE K — QUALIDADE DO MODELO POR RESIiDUOS OBTIDOS PELO QMENDISCO PARA OS VHH-IN
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Fonte: Os graficos apresentados por Autor (2024) mostram as flutuagdes dos scores atribuidos a cada residuo de aminoacido nos VHH-IN. As regides destacadas em azul escuro,

verde claro e laranja indicam, respectivamente, contribui¢des de alta predi¢do (>0,8), predicdo intermediaria (>0,7 e <0,8) e baixa predi¢do (<0,7), refletindo a qualidade de

cada residuo em relagdo ao modelo. O eixo Y exibe os scores atribuidos pelo QMEANDIsCo, variando de 0,0 a 1,0, enquanto o eixo X representa a posi¢do dos aminoacidos.
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