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RESUMO

³, IFN ´ e IL

integrina ³4³1, que facilita a migração linfocitária p

a integrina ³4³7, associada à Doença de Crohn. 

³4. Em seguida, VHHs nativos 

³4 foram gerados via docking 

especificidade para ³4, e o ENXEST expos con

³4. Já o ENXSEQ foi o menos conservador, mas com especificidade 

à subunidade ³4, variando conforme a estratégia de enxerto, sendo o ENXSDR os mais 

bioinformática; nanocorpos; natalizumabe; neurodegeneração; 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-³, IFN-´, and IL-17, as well 

as ³4³1 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 ³4³7 

integrin, which is associated with Crohn9s 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 VHHs that mimic NTZ while preserving its properties and specificity. 

Initially, SASA calculations (via FreeSASA) were used to characterize the VH/NTZ-³4 

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-³4 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 ³4, ENXEST 

exhibited intermediate conservation and greater VHH/NTZ-³4 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 ³4 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 INTRODUÇÃO

1.1 Epidemiologia e Fisiopatologia da Esclerose Múltipla

Fonte: Elaborada pelo Autor (2025) com base no relatório Atlas of MS 3rd Edition – Part 1: Mapping Multiple 

Sclerosis Around the World – Key Epidemiology Findings (Multiple Sclerosis International Federation, 2020), esta 

representação exibe dados epidemiológicos da EM. No canto inferior direito, destaca-se a prevalência global da 

doença. A distribuição por gênero é apresentada no canto superior direito, enquanto a distribuição no Brasil é 

ilustrada no lado esquerdo, com ênfase na prevalência nas cinco regiões do país.

Figura 1 3 Dados Epidemiológicos da Esclerose Múltipla
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Estudos como o de Bjornevik et al. (2023) ressaltam ainda que a 

infecção latente pelo EBV em células B pode estimular a ativação do sistema imunológico e 

favorecer a progressão da EM. De forma complementar, Aloisi, Giovannoni e Salvetti (2023) 

apontam que essa infecção intensifica a inflamação e potencializa o dano neuronal no SNC.

³, IFN ´, IL
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4

4

³4, atua de forma distinta: não afeta diretamente a imunidade humoral, 

Fonte: Elaborada pelo Autor (2024) com base em Ward e Goldman (2022), esta representação ilustra o papel central 

das células B e T na progressão da EM. Embora essas células sejam fundamentais na resposta imune adaptativa 

associada à desmielinização axonal, outros tipos celulares como macrófagos, astrócitos, monócitos, mastócitos e 

células NK contribuem ativamente para a inflamação, o dano tecidual e a progressão da doença, evidenciando a 

complexidade da fisiopatologia da EM.

1.2 Família das Integrinas: Estrutura e Função

por heterodímeros de subunidades ³ e ³, unidas por interações não covalentes entre si. 

A subunidade ³, com 1120 aminoácidos, possui 18 variações, enquanto a ³, composta 

 

Figura 2 3 Ação dos Linfócitos T e B na Fisiopatologia da Esclerose Múltipla
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Das 18 subunidades ³, nove (³1, ³2, ³10, ³11, ³D, ³L, ³M, ³X, ³E) possuem o domínio ³I, 

β

Íons Metálicos (MIDAS), que interage com cátions divalentes como Mg²⁺, Ca²⁺ e Mn²⁺, 

β

domínios Calf e, nas integrinas com ³I, ao próprio domínio ³I, formando o ectodomínio 

extracelular da subunidade ³. Como ilustrado na figura 3, a superfície dessa subunidade exibe 

β e o domínio ³I, que contém três a quatro sítios de para Ca²⁺, situados 

β

Já o ectodomínio da subunidade ³ compreende oito domínios, incluindo o ³I, que 

β das subunidades ³ sem ³I (³3, ³4, ³5, ³6, ³7, ³8, ³9, ³v e ³IIb). 

Também abriga os domínios híbrido, PSI, ³

³I, β

Fonte: Ilustração criada pelo Autor (2024) da integrina ³5³1 (PDB ID: 3VI4), com destaque na sua estrutura 3D 

(à direita) e para o domínio β-propeller em vista 2D (à esquerda; Oxvig e Springer (1998)). À esquerda, observam-

se as sete voltas W típicas do β-propeller, cada uma composta por quatro fitas ³. À direita, a subunidade ³ é 

destacada em cinza-claro, contendo quatro íons Ca²⁺ (em laranja), enquanto a subunidade ³ (domínio ³I) aparece 

em azul acinzentado, com um íon Ca²⁺ (azul-claro) e um íon Mg²⁺ (rosa) localizados na região MIDAS.

Em Mammalia, os heterodímeros de integrinas mais comuns apresentam a subunidade 

³1, que se associa a 12 subunidades ³ distintas. Outras subunidades ³, como ³4, ³5, ³6 e ³8, 

formam complexos com apenas uma subunidade ³. Algumas subunidades ³, como ³4 e ³v, 

Figura 3 3 Íons nas Subunidades ³ e  ³ das Integrinas
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participam de múltiplos heterodímeros, incluindo ³4³1, ³4³7, ³v³1, ³v³3, ³v³5, ³v³6 e ³v³8.  

As integrinas são classificadas como visto na figura 4 conforme seus padrões de contato. As de 

adesão leucocitária incluem oito membros, como ³4³1, ³9³1, ³L³2, ³M³2, ³X³2, ³D³2, ³4³7 

e ³E³7. Destas ³4³1, ³4³7, ³9³1 e ³E³7 reconhecem o motivo LDV, presente na fibronectina. 

As integrinas que contêm a subunidade ³2, conhecidas como integrinas leucocitárias, 

interagem com subunidades ³ específicas, como ³L, ³M, ³X e ³D (Kadry; Calderwood, 2020). 

As integrinas que reconhecem colágeno incluem ³1³1, ³2³1, ³10³1 e ³11³1, por sua afinidade 

com o motivo GFOGER (Zeltz; Gullberg, 2016). Já aquelas que interagem com o motivo RGD 

incluem ³v³1, ³v³3 e ³5³1, reconhecendo esse motivo na interface dos domínios β-propeller 

e ³I. A laminina, principal glicoproteína da membrana basal, é reconhecida por integrinas como 

³1³1, ³2³1, ³3³1, ³6³1, ³10³1, ³6³4, ³7³1 e ³v³3 (Yurchenco; Kulczyk, 2024). A diversidade 

dessas combinações segundo , permite que as integrinas regulem adesão, 

migração e interações celulares em diferentes contextos celulares e teciduais.

(com ³6 como único subdomínio de a ³), em amarelo; e os ligantes de colágeno, em verde.

Além dos receptores que modulam a variabilidade funcional das integrinas, sua 

diversidade estrutural também é influenciada por modificações pós-traducionais, como a adição 

de N-glicanos. Essas modificações são essenciais para a estabilidade das integrinas e sua 

interação com ligantes. Por exemplo, as integrinas ³5³1 e ³3³1 possuem, respectivamente, 14 

Figura 4 3 Classifiação das Integrinas com Base em Receptores
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e 12 sítios de N-glicosilação, procedendo papéis primordiais na adesão celular e migração. 

Embora menos estudados, os O-glicanos também contribuem para a adesão, especialmente em 

células tumorais. 

Fonte: Representação dos estados conformacionais das integrinas e dos íons metálicos. Elaborado por Pang et al., 

(2023) e adaptado pelo Autor (2024). A subunidade ³ (azul escuro) e a subunidade ³ (azul marinho) representam 

os dois heterodímeros ligados de forma não covalente. Ambas as subunidades contêm regiões intramembrana, 

transmembrana e extramembrana, localizadas abaixo, entre e acima da bicamada lipídica, representada em azul.  

(A) Exibe os três estados conformacionais conhecidos das integrinas. (B) Mostra, à esquerda, as integrinas que 

possuem o domínio ³I e, à direita, aquelas que não contêm o domínio ³I. Também são visualizados o ligante em 

verde e a localização dos íons metálicos, com cores diferenciadas: vermelho para MIDAS, amarelo para 

ADMIDAS e laranja para SyMBS.

fosforilação de resíduos Ser/Thr no domínio citoplasmático da subunidade ³ (³1, ³3), 

desestabilizando a conformação inativa ³ ³ e expondo sítios de interação para proteínas

Figura 5 3 Estados Conformacionais das Integrinas e seus Íons Metálicos
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vinculina e ³

³

na subunidade ³. 

de talinas à cauda da subunidade ³, indi

 Fenômeno físico-químico que descreve a força total de interação resultante da interação simultânea de múltiplos 
sítios entre duas entidades moleculares multivalentes. Representa a soma cooperativa das afinidades individuais, 
sendo influenciada pela afinidade intrínseca dos sítios de ligação, pela valência das moléculas envolvidas (como 
no caso da IgM pentamérica) e pelo arranjo espacial dos epítopos ou ligantes. Diferentemente da afinidade que 
mede a força de uma única interação entre um parátopo e um epítopo, a avidez considera o contexto multivalente 
e o ganho funcional decorrente das interações paralelas.

Figura 6 3 Os Estados 3 inside-out e outside-in 3 de Ativação das Integrinas
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As integrinas consumam papel precípua em doenças autoimunes, como doença 

inflamatória intestinal, artrite reumatoide, lúpus eritematoso sistêmico, psoríase e esclerose 

múltipla (Chastney et al., 2025). Na inflamação intestinal, a superexpressão da integrina ³4³7 

em células T de memória CD4+ facilita sua interação com a Molécula de Adesão às Células 

Maduras das Mucosas-1 (MAdCAM-1), em áreas inflamadas, enquanto a integrina ³4³1, 

presente em tecidos linfoides, se liga à Molécula de Adesão Celular Vascular-1 (VCAM-1) no 

endotélio, promovendo a migração de células T ativadas para o SNC.

Makker e Hommes (2016) demonstraram que o bloqueio da integrina ³4 diminui a 

infiltração de células T, atenuando inflamações intestinais. Enquanto isso, a integrina ³E³7, 

expressa em células TCD8+, Treg e TH9, liga-se à E-caderina, estabilizando o epitélio intestinal 

(Zundler et al., 2019). Na esclerose múltipla, ³4³7, ³E³7 e ³4³1 regulam respostas imunes e 

influenciam a progressão da doença, com ³4³1 sendo um alvo terapêutico promissor. Apesar 

do envolvimento dessas integrinas em múltiplas patologias, poucos antagonistas foram 

aprovados (ver Tabela 1)

 Tabela 1 3 Sucesso Clínico de Inibidores de Integrinas Aprovados

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

1.2.1 Integrina α4β1 e Receptores

A proteína transmembrana ³4, codificada pelo gene ITGA4, forma o heterodímero ³4³1 

(VLA-4 ou CD49d(³)/CD29(³)). A figura 7 representa essa estrutura. Expressa em linfócitos, 

eosinófilos e monócitos, sua afinidade é modulada por mecanismos inside-out em resposta a 

quimiocinas, facilitando adesão e mobilidade celular. A ³4³1 também influencia o 

desenvolvimento e a diferenciação celular (Ferreira et al., 2021). A integrina ³4³1 interage com 

Antagonistas de Integrinas 

Nome Quimiotipo Alvo Indicação Aprovado
Abciximab Fragmento mAb Pan-³3 (³v³3/³IIb³3) Síndrome Coronária Aguda Dezembro, 1994

Efalizumabe mAb humanizado ³L³2 Psoríase Plaquetária Outubro, 2003

Eptifibatide Pequena 
molécula ³IIb³3 Síndrome Coronária Aguda Maio, 1998

Lifitegrast Pequena 
molécula ³L³2 Doença do Olho Seco Julho, 2016

Natalizumabe mAb humanizado Pan-³4 (³7/³1) Esclerose Multipla Novembro, 2004

Tirofiban Pequena 
molécula ³IIb³3 Síndrome Coronária Aguda Agosto, 1998

Vedolizumabe mAb humanizado ³4³7 Colite Ulcerativa e Doença 
de Crohn Maio, 2014
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a molécula de adesão VCAM-1, promovendo a formação de miotúbulos e o alinhamento de 

mioblastos secundários. Sua expressão em células epiteliais tímicas e células-tronco 

hematopoiéticas CD34+ da medula óssea está associada à mobilização celular e inibição do 

de progenitores hematopoéticos (Prosper et al., 1998).

(2021), bem como Rutledge e Muller (2022), destacam que a ³4³1 

4 (³4³1) e LFA 1 (³L³2), aumentando sua afinidade por VCAM

A ³4³1 participa da adesão endotelial de alta afinidade e do rolamento de baixa 

afinidade, devido à estrutura da subunidade ³4 (Calf2, Calf1, Thigh, ³ propeller e domínio ³I). 

A ausência do domínio ³I é compensada pelo domínio ³I da subunidade ³, que, junt β

(Kummer; Ebnet, 2018). Os principais ligantes da ³4³1 são a fibro

»B) em resposta a estímulos pró

  Processo de migração seletiva dos leucócitos e outras células imunes para tecidos específicos, incluindo locais 
de infecção ou lesão, garantindo a vigilância e a resposta imune. Pode ser do tipo constitutivo, como no tráfego de 
linfócitos virgens para linfonodos via vênulas de endotélio alto (HEVs), ou do tipo induzido, em resposta a 
inflamações e infecções. Esse mecanismo direciona linfócitos T e B ativados aos locais de infecção, favorecendo 
a eliminação do patógeno.
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com ³4³1, mas as evidências sobre a emilina permanecem limitadas (Tissino 

Fonte: Modelo gerado pelo AlphaFold, conforme descrito por Tvarobka, Kozmon e KóHa (2023). Na imagem 

A, observa-se a integrina ³4³1 em um de seus estados conformacionais, conhecido como dobrado-fechado. Na 

imagem B, o heterodímero ³4³1 encontra-se em seu estado estendido-fechado. Por fim, nas imagens C e D, 

são apresentadas separadamente as subunidades que compõem a integrina: a subunidade ³ (imagem C) e a 

subunidade ³ (imagem D).

A interação ³4³1/VCAM

interação com a cauda citoplasmática da integrina. A subunidade ³4 interage com a paxilina de 

2021). A integrina ³4³1 está envolvida em doenças autoimunes e 

Figura 7 3 A integrina ³4³1e as Suas Subunidades ³ e ³
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1.3 Natalizumabe como Antagonista de α4β1

Os anticorpos contra a subunidade ³4 da integrina foram classificados por Pulido 

Em 2004, o primeiro antagonista direcionado ao epítopo B da subunidade ³4 das 

integrinas ³4³1 e ³4³7 foi aprovado para uso clínico nos Estados Unidos e na Europa, destinado 

subunidade ³4 das integrinas ³4³1 e ³4³7, 

1 na integrina ³4³1, localiza

β e ³I. A chamada "face de ligação" corresponde à região do β

conectada ao domínio ³I, composta pelas folhas ³4 ³1 e ³2 ³3. Já a "face oposta", onde o NTZ 

se liga, é formada pelas folhas ³1 ³2 e ³3 ³4. A "pegada" do Natalizumabe cobre parte da face 

³3 ³4, mas não se estende à região conectada ao domínio ³I, mantendo

O epítopo de interação do NTZ inclui as folhas ³4 ³1 anteriores à região W3, a folha ³4 

da W2 e as folhas ³3 ³4 das regiões W3 e W4. Sua área de contato se estende às extremidades 

das folhas ³3 ³4 de W3 e W4 na < =

as porções mais distantes das folhas ³4 ³1 de W3 na < =

β

a interação da ³4³1 com seu receptor cognato, o VCA



27

reduzindo a afinidade entre ³4³1 e VCAM

O modelo do complexo ternário entre o NTZ, ³4³1 e VCAM, desenvolvido por Yu, Schürpf e Springer 

(2013), apresenta as superfícies acessíveis ao solvente dos domínios ³4 β (em bege), ³1 (em lilás claro) 

Fab, VCAM e ³4³1

β

Figura 8 3 Modelo de Interação de VCAM-1 ao Complexo Fab/³4³1
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1³, IL

O mecanismo de ação do Natalizumabe envolve o bloqueio da integrina ³4³1, 

Esse risco decorre da saturação da integrina ³4 e das altas concentrações séricas do 

1.4 Visão Geral dos Anticorpos e Aplicações Terapêuticas

uma estrutura semelhante a letra <Y= do alfabeto romano, 

localizados nos cromossomos 14, 2 (», Kappa) e 22 (¼, Lambda), respectivamente. As cadeias 
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3 3

Figura 9 3 Regiões Estruturais Constituintes dos Anticorpos
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anticorpos de forma específica: os Fc´Rs interagem com a IgG, o Fc³R com a IgA, o Fc¸R com 

a IgE e o Fc½R com a IgM. Além disso, há indícios da existência de um receptor para IgD

denominado Fc·R, ainda pouco explorado (Gogesch 

Representação 2D da distribuição dos anticorpos humanos, elaborada pelo Autor (2024). A figura destaca 

que apenas as isoformas IgA e IgM formam multímeros, sendo a IgA preeminentemente dimérica e a IgM 

pentamérica. Também são evidenciadas as duas subisoformas de IgA, as quatro de IgG, além das IgD e IgE, que 

possuem quatro domínios CH, assim como a IgM, em contraste com os demais anticorpos, que apresentam três.

 

 

Fc´R em células imunes, como células NK, neutrófilos e monócitos, mediando, como 

Figura 10 3 Isoformas e Subisoformas dos Anticorpos de Homo sapiens
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Figura 11 3 Faixa de Imunogenicidade dos Anticorpos
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Ilustração elaborada pelo autor (2024), com base nas discussões de Mosch e Guchelaar (2022), representa 

a relação entre a imunogenicidade dos mAbs e sua identidade com a sequência humana. O processo de 

humanização, que substitui segmentos não humanos, é ilustrado com anticorpos murinos em cinza e humanos em 

turquesa vibrante. A escala de imunogenicidade, em tons de verde, mostra que anticorpos murinos têm 0% de 

identidade humana, quiméricos 65%, humanizados acima de 90% e totalmente humanos, 100%, refletindo uma 

redução progressiva na imunogenicidade.

 Processo regulatório no qual a expressão ou disponibilidade superficial de um antígeno é reduzida em resposta a 
estímulos externos, como a interação prolongada de mAbs ou ligantes biológicos. Esse fenômeno ocorre 
preeminentemente por três mecanismos inter-relacionados: (1) internalização mediada por receptor, seguida de 
degradação lisossomal ou reciclagem alterada; (2) supressão transcricional, via modulação de vias de sinalização 
(ex.: feedback negativo de MAPK/ERK ou PI3K/AKT); e (3) redistribuição subcelular, com sequestro do 
antígeno em compartimentos intracelulares.

 É a ocorrência de efeitos adversos decorrentes da interação não intencional de uma molécula terapêutica com 
alvos distintos do seu alvo específico, comprometendo vias fisiológicas e causando danos colaterais aos tecidos.



33

Fonte: Adaptada pelo Autor (2025) com base em RapidNovor (2022) 3 The Hunt for Novel Therapeutics Through 

Antibody Engineering 3, esta representação destaca fragmentos de anticorpos guiados por engenharia proteica, 

evidenciando sua versatilidade e o desenvolvimento por meio de técnicas avançadas de manipulação molecular.

1.5 Anticorpos de Cadeia Pesada e Domínio Único (VHH)

 

 

Figura 12 3 Variedade de Fragmentos de Anticorpos Engenheirados



34

e outros peixes cartilaginosos, como Ginglymostoma cirratum, Orectolobus 

maculatus, Squalus acanthias e Mustelus canis. Nesses organismos, o anticorpo descrito por 

Greenberg et al. (1995), é nomeado de Imunoglobulina de Novo Receptor Antigênico (IgNAR), 

ao qual possui o VNAR (Domínio Variável do Novo Receptor Antigênico) como único domínio 

de interação antigênica. Para mais detalhes sobre esse domínio, consulte Juma et al. (2021) e 

Khalid et al. (2022).

 

Estruturalmente, os VHHs conservam um arranjo "sanduíche" de nove fitas ³ 

organizadas em duas folhas ³ antiparalelas; uma com quatro fitas e outra com cinco, formando 

(FR). Essas fitas ³ são interligadas também por as três 

(2023), a CDR1 conecta as fitas B e C, a CDR2 liga C9 e C99, e a CDR3 une F e G. Já as fitas 

3

3

3

3

 Refere-se às regiões conservadas dos domínios variáveis VH e VL dos anticorpos, que funcionam como 
arcabouço estrutural para as regiões hipervariáveis. Compostos por quatro segmentos (FR1 a FR4), eles intercalam 
e delimitam as três CDRs de cada domínio. Os FRs asseguram a estabilidade estrutural, o enovelamento adequado 
e a orientação espacial correta das CDRs. Embora as CDRs predominem na interação antígeno-anticorpo, alguns 
resíduos dos FRs também podem participar diretamente do contato com o antígeno.
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A representação desenvolvida por Chen et al. (2023) e adaptada por Autor (2025) compara estruturalmente 

os anticorpos IgG humanos (A), o IgNAR de elasmobrânquios (B) e os HCAbs de camelídeos (C), destacando em 

azul claro o domínio variável da cadeia pesada (VH) e em roxo claro o da cadeia leve (VL), enquanto as regiões 

constantes (CH e CL) aparecem em tons escuros correspondentes. Embora tanto o VHH (de camelídeos) quanto o 

VNAR (do IgNAR) sejam derivados de cadeias pesadas, o VNAR exibe maior similaridade estrutural com o 

domínio VL humano, enquanto o VHH mantém a arquitetura de um VH modificado. A estrutura 3D do VHH (PDB 

Figura 13 3 Anticorpos Humanos, Camelídeos e Elasmobrânquios, com Ênfase no Domínio VHH
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ID 4IDL, em D) revela sua compactação, com as CDRs formando o sítio de reconhecimento antigênico, enquanto 

as ligações dissulfeto (E) incluem a ligação canônica entre FR1 (Cys22) e FR3 (Cys92, numeração IMGT) 3 

comum a todos os VHHs 3 e ligações não canônicas, como as entre CDR3 e FR2 em camelídeos (ex.: Cys54-

Cys78) ou entre CDR1 e CDR2 no IgNAR, adaptações que conferem estabilidade única a cada classe. O FR exibe 

duas folhas ³ antiparalelas (quatro e cinco fitas, respectivamente), sustentando as alças das CDRs, com a folha 

menor contendo as fitas ³A, ³B, ³D e ³E (convenção IMGT) e a maior incluindo as regiões hipervariáveis CDR1 

e CDR2, uma organização conservada que garante integridade estrutural mesmo na ausência da cadeia leve. 

A estabilidade intrínseca dessas biomoléculas 3 que resistem a temperaturas extremas (-

20°C a 90°C), variações de pH e proteólise (Dolk et al., 2005) 3 decorre de um equilíbrio entre 

fatores estruturais: (i) a substituição de resíduos hidrofóbicos no FR2 (Val37, Gly44, Leu45, 

Trp47) por análogos mais hidrofílicos (Tyr/Phe37, Glu44, Arg45), que previnem agregação 

(Muyldermans, 2021); (ii) a ligação dissulfeto canônica (Cys23-Cys94, numeração Kabat) entre 

FR1 e FR3; e (iii) ligações dissulfeto adicionais, como a Cys54-Cys78 em alguns VHHs, que 

conferem rigidez entropicamente favorável (Harmsen et al., 2007).

3

Além da sua marcante estabilidade, os VHHs, conforme revisado por Kunz et al. (2023), 

atestam expressão eficiente em sistemas bacterianos e modularidade para engenharia in silico. 

A capacidade de transpor a BHE amplia sua aptidão no tratamento de doenças neurológicas, 

enquanto a facilidade de conjugação a radioisótopos ou toxinas os torna ferramentas versáteis 

em diagnóstico e terapia. Apesar de sua origem não humana, possuem baixa imunogenicidade 

resultante da homologia com a família III de genes VH humanos, o que reduz o reconhecimento 

pelo sistema imunológico. 

Outros fatores também contribuem para essa característica como: (i) a ausência da 

cadeia leve (VL), eliminando epítopos adicionais; (ii) a presença de resíduos hidrofílicos no 

FR2, que minimizam a exposição de epítopos imunogênicos; (iii) sua estrutura compacta e 

estável, que reduz a área imunogênica e a tendência à agregação; (iv) a ausência da região Fc, 

impedindo interações com receptores de células imunes; (v) a menor propensão à glicosilação, 

reduzindo a formação de novos epítopos; e (vi) a baixa interação com componentes do sistema 

imunológico, evitando a ativação da resposta imune. 
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Com base nessas propriedades, os VHHs estão entre os scaffolds  mais utilizados no 

cenário biomédico, especialmente na engenharia de miméticos terapêuticos. Esses fragmentos 

de anticorpos, descritos como "balas mágicas" por Mir et al. (2020), são ideais para o tratamento 

de doenças infecciosas, inflamatórias, autoimunes, neurológicas e neoplásicas. Além disso, são 

estudados também como antitoxinas, antivenenos, agentes antipeçonha, engenheirados como 

imunotoxinas e com aplicações bem-sucedidas nos campos de imagens e diagnósticos. 

³ para doenças autoimunes (Chekol Abebe 

<cilta cel= (Carvykti®)

 

A customização de VHHs para múltiplos 

antígenos tem avançado com ferramentas in silico e algoritmos de deep learning, que, segundo 

Li El Salamouni et al. (2024), reduzem custos e aumentam eficácia. No entanto, 

poucos VHHs chegam à aprovação clínica, o que, segundo Mitchell e Colwell (2018), deve-se 

à escassez de dados estruturais e sequenciais em comparação aos domínios VH/VL tradicionais, 

além dos desafios logísticos na imunização e manutenção de camelídeos, mais complexos que 

em modelos murinos. Apesar disso, a pesquisa com VHHs cresce, impulsionando aplicações 

diagnósticas, terapêuticas e biotecnológicas, com perspectivas promissoras no campo 

biomédico.

 Estrutura molecular central (proteica, nucleotídica, sintética ou híbrida) que fornece suporte organizacional e 
estrutural para a montagem, posicionamento e integração funcional de componentes biológicos. Atua como um 
arcabouço tridimensional estável, modulando interações biomoleculares ao influenciar a estabilidade, 
especificidade e funcionalidade de sistemas biológicos ou sintéticos. Sua arquitetura determina a orientação 
espacial de domínios funcionais, otimizando processos como reconhecimento molecular, sinalização e catálise 
enzimática.
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1.6 Problematização

3

Adicionalmente, o NTZ reduz a resposta vacinal e seu uso prolongado pode levar a 

hepatotoxicidade e hipersensibilidade, bem com a Síndrome Inflamatória de Reconstituição 

Imunológica (IRIS) pós-suspensão (Baldo et al., 2022). Em um estudo com 5.384 participantes, 

apresentou redução da progressão 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 eficácia e aumentando o risco de reações à infusão.

Pacientes previamente tratados com imunossupressores ou em terapia prolongada (>2 

anos) com altos títulos de anticorpos anti-JCV apresentam maior risco de LMP. A suspensão do 

NTZ pode agravar a disfunção neurológica por IRIS, enquanto sua interrupção abrupta aumenta 

o risco de rebote.  O período washout entre NTZ e terapias exigem semanas para eficácia plena, 

cria uma janela de vulnerabilidade (Morrow et al., 2022). O NTZ é contraindicado com 

betainterferonas, acetato de glatirâmer, câncer ativo ou imunossupressão grave. Sua ação 

 É o intervalo necessário para a depuração sistêmica de um fármaco antes de iniciar uma nova terapia, evitando 
interações farmacológicas. Sua duração é definida pela meia-vida de eliminação, redistribuição tecidual e reversão 
dos efeitos biológicos. Em imunomoduladores e imunossupressores, esse período é crítico para evitar 
imunossupressão residual, rebote da doença ou aumento da suscetibilidade a infecções oportunistas.
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envolve as integrina ³4³1 e ³4³7, apoiando seu uso na doença de Crohn. Apesar da eficácia 

inicial, seu perfil de segurança a longo prazo impõe um dilema terapêutico.

A modulação da subunidade ³4

direcionados a ³4³1.

com a ³4³1, 

β

³4, preservando propriedades intrínsecas dos VHHs e a es
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

subunidade ³4 da integrina ³4³1.

2.2 Objetivos Específicos

▪

▪ Descrever os tipos de interações entre o Natalizumabe e a subunidade ³4 da 

³4³1.

▪

▪

▪

▪ Gerar complexos entre os nanocorpos construídos com a subunidade ³4 da integrina 

³4³1 posicionados no 

▪ ³4 com maior sobreposição ao sítio de 



41

3 MATERIAL E MÉTODO

3.1 Obtenção da Estrutura Tridimensional do Natalizumabe

Usando esse banco de dados, 

inicialmente, foi selecionada a estrutura tridimensional do complexo Fab-Natalizumabe/³4 

(PDB ID 4IRZ), única cristalização disponível desse complexo, apesar da resolução mediana 

de 2,84 Å (Yu, Schürpf, Springer, 2013). Em seguida as proteínas do 4IRZ (Fab/NTZ e 

subunidade ³4 3 domínio β-Propeller e Thigh 3 da integrina), foram preparadas, removendo-se 

também água e ligantes (NAG, NDS, PEG, CA, NA). No arquivo .pdb, mantiveram-se apenas 

ATOM, TER e END. Os domínios constantes CL e CH1 do Fab foram excluídos, resultando 

em três construções: (1) ³4 com VH/VL, (2) VH com ³4 e (3) VH isolado. Essa organização 

otimiza a manipulação e análise estrutural.

3.2 Obtenção da Estrutura Tridimensional dos Nanocorpos

As estruturas dos VHHs podem ser 

analisadas individualmente ou baixadas em massa no formato .pdb em numeração continua ou 

anotadas pelos esquemas Chothia e IMGT (International ImMunoGeneTics Information 

System). Diferente do PDB, o SAbDab oferece a opção "Get all nanobody structures", 

viabilizando o download de todos os VHHs em um único arquivo compactado 

(all_nano_structures.zip). Em 8 de dezembro de 2023, 1.286 VHHs com numeração continua 

foram baixados e padronizados (seção 3.5) segundo a numeração de Martin (Patel et al., 2023). 

3.3 Caracterização das Interações Moleculares do Complexo NTZ/α4

Os resíduos de interação entre o domínio VH/NTZ e a subunidade ³4 são considerados 

resíduos de interface proteína-anticorpo, um tipo específico de interação proteína-proteína 

(PPI). A análise dessas interações pode ser realizada por meio de abordagens como as Redes de 
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Interação de Resíduos (RINs) ou Redes de Estrutura de Proteínas (PSNs), que auxiliam na 

investigação das propriedades estruturais e funcionais dessas interfaces. Essas redes 

representam aminoácidos como nós e suas conexões como arestas (Del Sol; Carbonell, 2007). 

Para caracterizar a interface, foi usado o RING4.0 (Del Conte et al., 2024) e RINmaker (Spanó 

et al., 2023), mantendo apenas o domínio VH/NTZ e a subunidade ³4. O uso de múltiplos 

programas aumenta a confiabilidade dos resultados, permitindo uma análise mais precisa dos 

resíduos de interação e dos tipos de contatos moleculares envolvidos.

O RING calcula interações moleculares não covalentes com base em parâmetros 

geométricos. Suas aplicações incluem análise de estabilidade proteica (Ramakrishnan et al., 

2023), caracterização de interfaces (Del Conte et al., 2024) e interpretação de simulações de 

dinâmica molecular (MD) via redes probabilísticas (Sakai et al., 2023). Os parâmetros de 

entrada; Closest e Multiple para Nodes e Edges, respectivamente foram mantidos. O parâmetro 

Closest considera todos os átomos de um aminoácido ao calcular distâncias, garantindo uma 

análise detalhada, enquanto Multiple identifica múltiplas interações por par residual, mas 

reporta apenas uma por tipo específico. Além disso, os resíduos foram marcados como 

relaxados, e água e hidrogênios foram adicionados. O RINmaker é um software de código 

aberto para cálculo, determinação e visualização de RINs, abrangendo interações não 

covalentes usuais. Funciona via linha de comando ou interface web, desde que a estrutura 

tridimensional do complexo esteja disponível. O parâmetro illformed foi configurado como 

keep residue, garantindo o tratamento adequado de anéis malformados ou grupos iônicos. Além 

disso, o RINmaker adicionou moléculas de água e incluiu todas as interações na análise.

3.3.1 Áreas de Superfícies Acessíveis a Solventes (SASA)
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domínio VH/NTZ e da subunidade ³4, menor ou igual a 5 Å, foi utilizada para medir a interação 

³4, seguindo Ramaraj 

, a subunidade ³4 e o complexo VH/NTZ ³4, sem o domínio VL.

3.4 Triagem de Nanocorpos com CDR3 Estruturalmente Similar à CDRH3 VH/NTZ

3

3

Para que o RMSD atinja valores próximos 

de zero (indicativo de elevada similaridade estrutural), é necessário que as macromoléculas 

comparadas possuam o mesmo número de átomos e que esses átomos correspondam a posições 

equivalentes na estrutura. Além disso, o alinhamento prévio das moléculas é crítico para evitar 

artefatos no cálculo (Maiorov; Crippen, 1994).  

 Em estruturas 3D, especialmente de proteínas, gaps correspondem à ausência de coordenadas atômicas em 
trechos específicos da cadeia polipeptídica, como indicado em arquivos PDB por falhas na numeração de resíduos 
e ausência de registros ATOM. Resultam, geralmente, de desordem conformacional, baixa resolução, ruído 
experimental ou escolhas no processamento estrutural. Esses vazios podem comprometer a funcionalidade da 
proteína em estudos in silico, sobretudo em sítios ativos, interfaces de interação ou regiões de reconhecimento 
molecular, além de afetar análises de simulações estruturais.
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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 ³4 (PDB: 4IRZ), 

enquanto em (II) foram obtidos os nanocorpos do banco de dados SAbDab-nano. Na primeira etapa, foram 

excluídas estruturas de baixa qualidade cristalográfica ou com gaps. Em seguida, classificaram-se os nanocorpos 

em dois grupos: (A) aqueles sem gaps nas regiões FR (framework) e CDRs (complementarity-determining 

regions), que foram mantidos, e (B) aqueles com gaps nessas regiões, que foram descartados. 

 Neste estudo, o RMSD foi calculado utilizando o comando padrão de sobreposição do 

PyMOL, que considera todos os átomos correspondentes entre as estruturas, incluindo 

backbone  e as cadeias laterais (Grupo R)). Adotou-se como premissa a equivalência estrutural 

geral entre os modelos VHH e VH/NTZ, justificada pela alta conservação do fold da família 

VH3. Na etapa subsequente, o domínio VH/NTZ foi sobreposto individualmente às 1.286 

estruturas de VHH extraídas do SAbDab, também com o auxílio do PyMOL. Para cada 

sobreposição, os arquivos .pdb contendo as estruturas dos VHHs foram carregados no PyMOL 

 É a estrutura principal de uma proteína, composta por uma sequência repetitiva de átomos N (nitrogênio do grupo 
amino), C³ (carbono alfa) e C (carbono do grupo carboxila), unidos por ligações peptídicas (entre o C de um 
resíduo e o N do próximo), excluindo as cadeias laterais (grupo R) dos aminoácidos. Sua conformação 
tridimensional é determinada por três ângulos torsionais: φ (phi): rotação em torno da ligação N3C³, Ë (psi): 
rotação em torno da ligação C³3C e Ì (ômega): rotação em torno da ligação C3N (geralmente 180°, trans). As 
combinações de φ e Ë definem os elementos de estrutura secundária, sendo restritas por fatores estéricos.

Figura 14 3 Ilustração do Processo de Triagem dos VHHs
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juntamente com a estrutura do domínio VH/NTZ. Quando o arquivo .pdb incluía múltiplas 

cadeias de VHH, o próprio PyMOL selecionava automaticamente a cadeia com maior 

equivalência estrutural ao VH/NTZ para realizar a justaposição. Já nos casos em que o .pdb 

continha apenas um único VHH, não havia comparação entre diferentes cadeias, e a 

sobreposição era feita diretamente com a cadeia disponível. 

ýýþÿ = :1þ ∑(ýÿ 2 þÿ)2þ
ÿ=1

ýÿþÿ
3.5 Numeração dos Nanocorpos e Identificação das CDRs

(1)
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3.6 Grafting de CDR do domínio VH/NTZ para os Nanocorpos

Ferramentas computacionais têm se consolidado como estratégias robustas no design de 

nanocorpos funcionais por meio do enxerto de CDRs (Heidari et al., 2024). A eficácia dessa 

abordagem foi exemplificada por Ferraz et al. (2024) ao projetar VHHs miméticos direcionados 

às proteínas CD20 e spike do SARS-CoV-2. A incorporação da assinatura molecular do epítopo 

no processo de modelagem tem se mostrado determinante para o aumento das taxas de sucesso. 

O CDR grafting é um procedimento eficaz para transferir especificidade e afinidade a scaffolds 

com propriedades estruturais desejáveis. A técnica viabiliza o desenvolvimento de VHHs 

direcionados a epítopos conhecidos, com diferentes perfis de afinidade, minimizando etapas de 

seleção e redução de custos posto que comumente o doador é um mAb comercial. (Reddy, 

Guntuku; Palla, 2024). A escolha do scaffold é uma condição determinante, exigindo a 

otimização de interface e topologia para assegurar, respectivamente, a afinidade funcional e a 

estabilidade conformacional da proteína. Neste estudo, a abordagem de grafting é representada 

pelas siglas ENXSEQ, ENXSDR e ENXEST, correspondendo, respectivamente, ao enxerto de 

sequência, de resíduos determinantes de especificidade e de estrutura. Cada nanocorpo triado 

foi submetido às três estratégias, gerando três variantes por modelo. As CDRs do VH/NTZ 

foram transferidas para os scaffolds utilizando abordagens distintas de enxerto.

3.6.1 Enxerto de Sequência (ENXSEQ)

Na abordagem de Enxerto de Sequência (ENXSEQ), ilustrada na figura 15, realiza-se a 

transferência direta das sequências das CDRs do domínio VH do Natalizumabe (VH/NTZ) para 

as regiões correspondentes nos nanocorpos. O processo ocorre em três etapas principais: (1) as 

sequências aminoacídicas das três CDRs do VH/NTZ são isoladas e armazenadas; (2) as regiões 

equivalentes (CDRs) nos nanocorpos são removidas e descartadas, preservando apenas o 

arcabouço estrutural das regiões framework (FRs); (3) por fim, as CDRs do VH/NTZ 

previamente armazenadas são inseridas nas posições correspondentes dos VHHs, resultando 
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em sequências híbridas compostas por FRs derivadas dos VHHs e CDRs oriundas do domínio 

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

Por fim, em A4 é feita a construção 3D dos VHH/NTZ usando o NanobodyBuilder2.

3.6.1.1 Modelagem Molecular dos Nanocorpos

A modelagem molecular foi a estratégia adotada para a conclusão da etapa ENXSEQ, a 

qual teve como objetivo combinar as sequências das CDRs do VH/NTZ com as regiões 

correspondentes dos VHH-IN (nanocorpos iniciais/nativos). Essa etapa foi conduzida por meio 

do software ImmuneBuilder2, utilizando sua funcionalidade específica para VHH, o 

Figura 15 3 Esquema para Ilustrar a Estratégia do Enxerto de Sequência (ENXSEQ)
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NanobodyBuilder2 (Abanades et al., 2023). Os parâmetros padrão 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 inglês - Root Mean Square 

Positional Error). Essa métrica quantifica o erro médio quadrático das posições atômicas 

previstas em um modelo estrutural, representando a incerteza associada à predição da posição 

dos átomos. Em ferramentas como o NanobodyBuilder2, esse valor é utilizado como critério de 

seleção do modelo mais confiável, especialmente na ausência de uma estrutura de referência 

experimental. Diferentemente do RMSD, que exige geralmente uma comparação com um 

modelo previamente conhecido, o RMSPE pode ser estimado diretamente a partir do modelo 

gerado pelo NanobodyBuilder2. Todos os VHH/ENXSEQ foram construídas suas versões 3D 

incorporando a numeração de Martin, com auxílio de um script em Python.

3.6.1.2 Validação dos Modelos Gerados

Em virtude da possibilidade de ocorrência de choques estereoquímicos ou distorções 

nos ângulos diedros, é parcimonioso a validação das estruturas modeladas. Para tal, foram 

empregados os softwares do CAMEO  (Continuous Automated Model EvaluatiOn) mais bem 

avaliados conforme a versão mais recente (Robin et al., 2021). O ModFOLD9 é um dos 

principais programas para detecção de erros locais em modelos estruturais, fornecendo 

predições integradas de qualidade global e regional com pontuações baseadas em deep learning 

(McGuffin; Alharbi, 2024). Nesta análise, cada modelo em formato .pdb foi processado 

individualmente, adotando-se a opção Balanced. Além de corresponder à configuração padrão, 

essa opção é recomendada para análises isoladas, garantindo boas correlações e uma 

classificação eficiente dos modelos.  Outro programa utilizado foi o QMEANDisCo, no qual o 

arquivo .pdb foi submetido para avaliação. Este emprega uma função de pontuação composta 

para descrever aspectos geométricos fundamentais de estruturas proteicas, utilizando múltiplos 

descritores estruturais (Benkert, Tosatto; Schomburg et al., 2008). O terceiro software 

empregado, o VoroMQA, foi configurado com a seleção da opção Input biological assemblies, 

seguida do carregamento do modelo em formato .pdb. Este método avalia a qualidade das 

estruturas proteicas mediante um potencial estatístico baseado em conhecimento, com foco em 

todos os átomos do núcleo proteico. Diferentemente de abordagens tradicionais, que se 

fundamentam em distâncias interatômicas (Olechnovi�; Venclovas et al., 2019).  Por fim, o 

 CAMEO (Continuous Automated Model EvaluatiOn): Plataforma de avaliação contínua e automatizada de 
métodos de predição estrutural, que compara semanalmente modelos computacionais com estruturas experimentais 
recém-depositadas no PDB, mas ainda não divulgadas publicamente.
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modelo em formato .pdb foi analisado pelo PROQ3D, selecionando-se a opção Using deep 

learning e adotando o método score para medição de qualidade. Esse software integra 

informações da sequência de aminoácidos e da estrutura 3D predita, utilizando algoritmos 

de deep learning para predizer a qualidade estrutural (Uziela et al., 2017). Adicionalmente, o 

gráfico de Ramachandran segundo Chen et al. (2010), pode e foi gerado pelo MolProbity, com 

o objetivo de realizar análise estereoquímica da cadeia principal de proteínas, com base nas 

combinações dos ângulos diédricos φ (phi) e Ë (psi) dos resíduos de aminoácidos. Essa análise 

permite identificar regiões com possíveis tensões angulares ou torcionais, cujos desvios podem 

indicar a presença 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 modificações adicionais nos parâmetros de entrada ou nas configurações do 

software (Wiederstein; Sippl, 2007).

3.6.1.3 Refinamento dos Modelos Gerados

Embora o NanobodyBuilder2 seja uma ferramenta avançada para modelagem de VHHs, 

Valdés-Tresanco et al. (2023) ressaltam a importância do refinamento para aproximar os 

modelos teóricos 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 não aceita arquivos .pdb com inserções nas CDRs 

(identificadas por resíduos com letras, como 100A, 100B etc.), comuns em anticorpos para 

preservar a numeração contínua dos FRs (Seção 3.5). Para contornar essa limitação, foi 

utilizado a flag pdb_reres do pacote pdb-tools, que renumera os resíduos sequencialmente, 

removendo as inserções e alinhando o arquivo ao padrão de numeração inteira exigido pelo 

algoritmo. O refinamento foi realizado com o ReFOLD3, que utiliza restrições graduais 

baseadas em estimativas de qualidade local e previsões de contato para guiar as estruturas 

tridimensionais em direção às formas nativas (Adiyaman; McGuffin, 2021). Após essa etapa, 

as estruturas foram validadas com o VoroMQA, que compara as modificações nos modelos 

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

 Métrica estatística que quantifica o desvio da energia total de uma estrutura proteica modelada em relação à 
média de estruturas experimentais, normalizado pelo desvio padrão. Indica a compatibilidade com conformações 
naturais. Para proteínas com ~130 resíduos (como os VHHs), 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 são suspeitos, e extremos como > -3.0 ou < -8.5 sugerem 
falhas graves, como enovelamento incorreto ou colisões estéricas.
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abordagem permitiu quantificar as diferenças entre os modelos gerados pelo NanobodyBuilder2 

e os refinados pelo ReFOLD3, garantindo uma análise precisa da eficácia do refinamento.

3.6.2 Enxerto de Resíduos Determinante de Especificidade (ENXSDR)

No segundo procedimento, visto na figura 16, foram utilizados enxertos de SDRs 

(Resíduos Determinantes de Especificidade). Os SDRs correspondem aos resíduos localizados 

nas CDRs dos anticorpos, sendo responsáveis pela especificidade da interação com o antígeno 

cognato. Embora nem todos os resíduos das CDRs contribuam diretamente para essa interação, 

como discutido por Peng et al. (2022) e Madsen et al. (2024), aqueles que não participam 

diretamente continuam sendo cruciais para a estabilidade estrutural e a funcionalidade. Os 

enxertos de SDRs são relevantes em diversos processos, incluindo a transferência de afinidade 

segundo Kashmiri et al. (2005), bem como aumento da afinidade e a humanização de anticorpos 

de acordo com Chouhan et al. (2022). Tais aplicações destacam a relevância funcional e 

terapêutica das SDRs na engenharia e otimização de anticorpos. As substituições pontuais de 

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

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

Especificidade (SDRs) do domínio VH do Natalizumabe para os VHH.

Figura 16 3 Esquema para Ilustrar a Estratégia do Enxerto das SDRs (ENXSDR)
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A estratégia de enxerto seguiu as etapas a seguir: (1) os resíduos das CDRs do domínio 

VH do Natalizumabe envolvidos na interação com a integrina ³4³1 foram identificados pelas 

ferramentas RING (Del Conte et al., 2024) e RINmaker (Spanò et al., 2023), cuja seleção 

baseou-se na capacidade dessas ferramentas de representar flexibilidade conformacional, 

superando as limitações da estrutura cristalográfica estática (PDB: 4IRZ) e permitindo a 

identificação de resíduos SDRs de interface não evidentes na estrutura original; (2) cada VHH 

foi carregado individualmente no PyMOL, que possibilita a substituição de aminoácidos por 

qualquer um dos 20 naturais e o ajuste de suas conformações; (3) os VHHs foram sobrepostos 

ao domínio VH/NTZ para minimizar distâncias atômicas e visualizar as orientações dos grupos 

laterais (R) dos SDRs, essenciais para orientar a transferência 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 conformação do SDR original e (ii) em casos de 

conflitos estéricos, reposicionar o SDR na CDR do VHH em uma localização mais próxima da 

original e livre de sobreposições conflitantes com resíduos adjacentes. A substituição envolveu 

exclusivamente as cadeias laterais dos resíduos em contato com o antígeno, mantendo o 

esqueleto principal conservado. Assim, todos os VHHs passaram a incorporar, em suas CDRs, 

os novos SDRs derivados do domínio VH do Natalizumabe.

3.6.3 Enxerto de Estrutura (ENXEST)

A terceira estratégia, Enxerto de Estrutura (ENXEST), baseia-se no princípio de que a 

conformação tridimensional de anticorpos determina sua função e interação com antígenos, 

influenciando diretamente suas propriedades de ligação (Hirata et al., 2018). Esse método 

tender a apresentar maior formação de complexos VHH-NTZ/³4 em comparação aos enfoques 

ENXSEQ e ENXSDR, sendo sua eficácia dependente de fatores como geometria, carga e 

distribuição de aminoácidos no parátopo. Uma estrutura 3D adequada permite o 

reconhecimento específico de antígenos, evitando interações inespecíficas e assegurando uma 

resposta imunológica precisa. A transferência das CDRs mantém a afinidade e especificidade 

do anticorpo original, além de possibilitar sua adaptação a novos contextos moleculares, como 

anticorpos de diferentes espécies ou com distintas conformações CDRs (Nicaise et al., 2004; 

Pacheco et al., 2014). Conforme destacado por Chaves et al. (2024), enxertos baseados na 
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substituição conformacional de cadeias laterais e principais emergem como uma tática próspera 

no design de anticorpos e seus fragmentos. Os autores ainda ressaltam que proteínas como 

VHHs, selectinas e proteínas de repetição de anquirina, são 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 domínio VH/NTZ foram carregados. 

Nessa primeira etapa, é apresentada a estrutura do VH/NTZ, com as regiões CDRs (H1, H2 e 

H3) destacadas em amarelo, azul e verde, respectivamente, justaposta a um VHH. A 

sobreposição é fundamental para reduzir a distância entre as biomoléculas e assegurar o 

alinhamento atômico preciso entre a estrutura receptora e os fragmentos a serem enxertados. 

Na segunda etapa, a figura C2A exibe as CDRs do domínio VH/NTZ isoladas, enquanto 

a figura C2B apresenta apenas os esqueletos estruturais (FR) do VHH, após a remoção e 

exclusão das suas CDRs. A exclusão 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 domínios. Já na terceira etapa, as CDRs do VH/NTZ são posicionadas nos 

locais correspondentes às CDRs removidas do VHH, porém ainda sem integração estrutural 

completa, conforme indicado pelas linhas tracejadas. 

4

4

Antes da obtenção do VHH/EST, o arquivo .pdb deve ser exportado como uma nova 

estrutura. Em seguida, na quarta etapa realiza-se a manipulação do arquivo .pdb, contendo 

as CDRs do VH/NTZ e o FR do VHH, para: (1) Ajustar as CDRs nas posições corretas; (2) 

Figura 17 3 Esquema para Ilustrar a Estratégia do Enxerto de Estrutura (ENXEST)
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Estabelecer a conexão adequada dos backbones, e (3) Unificar a estrutura em uma única 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-García et al., 

2021). Esse processamento assegura: (1) a numeração sequencial correta de átomos e resíduos; 

e (2) a substituição adequada das cadeias. Na estrutura final, denominada VHH/NTZ, as CDRs 

do VH/NTZ são incorporadas ao FR do VHH, resultando em uma molécula unificada.

3.7 Avaliação dos Enxertos

Os enxertos foram avaliados pela diferença nas posições atômicas dos nanocorpos antes 

e após o procedimento, utilizando sobreposição estrutural no PyMOL com o VH/NTZ. O 

RMSD foi calculado para o VH/NTZ sobreposto aos nanocorpos pré e pós-enxerto. Valores 

próximos de zero indicam alinhamento adequado das CDRs enxertadas com as do VH/NTZ, 

confirmando a eficácia do método. Complementarmente, o Abalign foi empregado para 

alinhamento de sequência múltipla (MSA), permitindo análise de frequência de resíduos, perfis 

de mutação e diversidade das CDRs (Zong et al., 2023)

3.8 Predição das Propriedades dos Nanocorpos

3.8.1 Predição da Natividade

Sequências com alta natividade são aquelas que apresentam características in vivo 

semelhantes às de anticorpos produzidos naturalmente pelo sistema imunológico, sugerindo 

que houve poucas modificações em suas estruturas. Para avaliar a natividade dos nanocorpos 

antes dos enxertos, utilizou-se o AbNatiV (Ramon et al., 2024), uma ferramenta baseada em 

aprendizado profundo desenvolvida para estimar o grau de "natividade" de macromoléculas. 

Essa abordagem quantifica com precisão a probabilidade de uma sequência pertencer à 

distribuição de domínios variáveis nativos, abrangendo anticorpos e nanocorpos. O AbNatiV 

conta com quatro modelos distintos, treinados em diferentes tipos de sequências: (1) cadeias 

pesadas humanas (VH), (2) cadeias leves kappa (V»), (3) cadeias leves lambda (V¼) e (4) 

domínios únicos de cadeias pesadas de camelídeos (VHH). Para esta análise, a sequência foi 

submetida ao modelo VHH, mantendo-se os parâmetros padrão do software, sem modificações 

adicionais.

3.8.2 Populações de Estrutura Secundária

Compreender a estrutura secundária é essencial para otimizar o design de parátopos e 

regiões de interação com antígenos, uma vez que essas estruturas influenciam diretamente a 

estabilidade, flexibilidade e função dos anticorpos (Zhao et al., 2024). Anticorpos e outras 
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proteínas geralmente adotam, em maior ou menor grau, um dos oito tipos de estrutura 

secundária, que determinam a conformação terciária final, especialmente nas CDRs. Cada um 

desses estados encenar papel específico na organização geral das proteínas, refletindo a 

diversidade estrutural que elas, e particularmente as CDRs dos anticorpos, podem apresentar. 

Essa variedade de oito estados não representa incertezas nas previsões, mas sim as múltiplas 

conformações que essas regiões podem assumir. As folhas ³, por exemplo, são predominantes 

nas regiões FR, proporcionando estabilidade estrutural, enquanto as CDRs apresentam alta 

frequência de alças, que são muito flexíveis e essenciais para se ajustarem a epítopos específicos 

(Micsonai et al., 2022). Embora raro, já foram observadas CDRs contendo ³-hélices. 

Compreender os estados secundários dos nanocorpos após os enxertos é essencial para verificar 

se a introdução das CDRs causou alguma alteração nas estruturas secundárias dos nanocorpos 

enxertados em relação à sua versão nativa. O método s2D (Sormanni et al., 2015), utiliza dados 

de RMN baseados em solução para prever populações de estruturas secundárias. E por isso, foi 

usado para identificar as estruturas secundárias dos nanocorpos. Esse método permite 

caracterizar a estrutura secundária de maneira integrada e unificada, exigindo apenas a 

sequência como entrada. Além disso, foram mantidas as configurações padrão do s2D, sem 

alterações de parâmetros.

3.8.3 Regiões Intrinsicamente Desordenadas (IDRs)

A presença de regiões desordenadas em anticorpos pode comprometer sua estabilidade 

estrutural, reduzir a especificidade no reconhecimento de antígenos e prejudicar a eficácia 

imunológica. Desordens excessivas ou em locais inadequados favorecem interações 

inespecíficas, 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 regiões 

intrinsecamente desordenadas (IDRs) nos nanocorpos. Este método emprega o modelo 

DeepCNF (Deep Convolutional Neural Fields), baseado em aprendizado de máquina, para 

identificar proteínas e regiões desordenadas (IDPs/IDRs) a partir do perfil de sequência, 

mantendo os parâmetros padrão. As CDRs, oriundas do rearranjo V(D)J, tendem a retratar 

maior propensão à desordem comparadas às regiões FR. Apesar de sua flexibilidade e 

variabilidade conformacional, não são necessariamente desordenadas, sendo majoritariamente 

 CASP (Critical Assessment of Structure Prediction): Um experimento internacional bienal que avalia, de forma 
cega, a precisão de métodos de predição estrutural (partir de sequências) ao comparar modelos computacionais 
com estruturas de proteínas ainda não publicadas, servindo como referência para avanços na modelagem 3D.
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constituídas por loops. Como o enxerto de CDRs pode alterar regiões previamente estáveis, é 

essencial avaliar os níveis de desordem estrutural nos nanocorpos pós-modificação.

3.8.4 Potencial de Agregação

Agregados formados por mAbs e proteínas terapêuticas, como mencionam Lundahl et 

al. (2021), podem provocar uma resposta imune indesejada, comprometendo sua estabilidade e 

funcionalidade. Além disso, a tendência à agregação impacta diretamente a produção, 

purificação e armazenamento dos nanocorpos, influenciando o custo e a viabilidade de 

desenvolvimento em larga escala (Perchiacca; Tessier, 2012). Assim, compreender o potencial 

de agregação dos nanocorpos é fundamental, pois a agregação pode reduzir a eficácia 

terapêutica e aumentar o risco de reações imunológicas adversas em pacientes. Ao entender e 

prever esse potencial, é possível modificar as estruturas dos nanocorpos para reduzir a 

agregação, melhorar a solubilidade e, consequentemente, aumentar a segurança e a eficiência 

dos tratamentos. As possíveis Regiões Propensas à Agregação (APRs, do inglês Aggregation-

Prone Regions) dos nanocorpos foram analisadas utilizando o software AggreProt  que exige a 

sequência de aminoácidos para fazer as predições. O AggreProt é uma ferramenta que utiliza 

cinco redes neurais profundas (DNNs) para analisar e prever automaticamente regiões 

propensas à agregação em proteínas. A previsão é realizada em nível de resíduo, utilizando 

apenas a sequência da proteína como entrada. Todas as predições foram feitas com os 

parâmetros padrão, sem modificações nos ajustes (Planas-Iglesias et al., 2024). 

3.8.5 Potencial de Solubilidade 

A solubilidade de anticorpos é um parâmetro crítico para evitar agregação, que pode 

desencadear respostas imunológicas indesejadas e comprometer a eficácia terapêutica. 

Anticorpos solúveis também apresentam maior facilidade de purificação e formulação, 

reduzindo custos e viabilizando a produção em larga escala (Perchiacca; Tessier, 2012). A 

predição computacional da solubilidade permite a detecção precoce de problemas estruturais, 

possibilitando intervenções racionais para aumentar a estabilidade e o desempenho clínico. A 

transferência de CDRs entre espécies pode impactar negativamente a solubilidade dos 

nanocorpos, sendo, portanto, fundamental avaliar eventuais alterações em relação aos modelos 

nativos que possam comprometer essa propriedade nos VHH/NTZ. Métodos de avaliação da 

solubilidade podem ser classificados, conforme Grossmann e McClements (2023), em relativa, 

máxima e preditiva. Neste estudo, utilizou-se a função CamSolpH, do software Chemistry of 

Health, desenvolvido por Oeller et al. (2023), para predizer a solubilidade intrínseca dos VHHs 

com base em sua estrutura 3D no estado desenovelado, em pH fisiológico (7,4). Apenas as 
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coordenadas estruturais foram fornecidas, mantendo-se todos os demais parâmetros padrão. 

Essa abordagem é relevante, pois regiões hidrofóbicas internas, presentes em proteínas 

enoveladas, podem apresentar baixa solubilidade intrínseca. Métodos baseados unicamente na 

acessibilidade superficial não capturam essas regiões com precisão (Oeller et al., 2023). O 

CamSolpH atribui pontuações de solubilidade a cada resíduo da sequência: valores >1 indicam 

alta solubilidade, enquanto valores <−1 indicam baixa solubilidade. Também é gerada uma 

pontuação global da proteína. Para ajuste de pKa, o software permite a integração 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 característica intrínseca que os distingue 

dos anticorpos convencionais, sendo particularmente valiosa em aplicações terapêuticas e 

diagnósticas (Kim et al., 2023). No entanto, substituições aminoacídicas em regiões específicas 

podem comprometer essa propriedade. Para avaliar eventuais perdas de termoestabilidade após 

o enxerto, foi determinada a curva completa de estabilidade térmica dos nanocorpos utilizando 

o SCooP, um software que emprega potenciais estatísticos para prever transições 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 

padrão, sem necessidade de ajuste de parâmetros, e realiza os cálculos em 20330 segundos. As 

predições incluem tanto a temperatura de fusão (indicador de estabilidade térmica) quanto a 

energia livre de enovelamento à temperatura ambiente (indicador de estabilidade 

termodinâmica) (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 estatísticos derivados de bancos de dados para 

determinar a contribuição de cada resíduo na estabilidade global da estrutura proteica. O 

software requer apenas a estrutura tridimensional e a identificação da cadeia, sem alterações 

nas configurações, mantendo as características padrão do SWOTein. O software analisa três 

tipos de descritores estruturais: (1) distâncias entre resíduos, que refletem interações locais ao 

longo da cadeia (Pucci et al, 2014); (2) ângulos de torção da estrutura principal, englobando 

forças hidrofóbicas (Rooman; Kocher; Wodak,1991); e (3) acessibilidade ao solvente, 

responsável por descrever interações terciárias (Pucci et al, 2014). Os descritores 

conformacionais permitem que o SWOTein calcula a energia livre de enovelamento por resíduo 



57

(ΔG), classificando os resíduos em categorias de força e fraqueza. Esses resíduos são atribuídos 

a uma escala de calor, variando de Hard strength (força forte) a Hard weakness (fraqueza 

extrema). A escala inclui os seguintes parâmetros: Strength (força), Moderate strength (força 

moderada), Mild strength (força leve), Neutral (neutro), Mild weakness (fraqueza leve), 

Moderate weakness (fraqueza moderada), Weakness (fraqueza) e Hard weakness (fraqueza 

extrema). Quanto mais forte for o resíduo, mais azul ele será colorido, e quanto mais próximo 

de uma fraqueza extrema, mais vermelho ele ficará. Com base nesses parâmetros, é possível 

avaliar se as CDRs VH/NTZ afetam a estabilidade global do nanocorpo. Resíduos mais azuis 

indicam maior estabilidade conformacional, enquanto resíduos mais vermelhos são 

considerados desestabilizadores, apontando para regiões menos estáveis (Hou et al., 2021).

3.8.8 Avaliação de Humanidade

A plataforma BioPhi é especializada no design, humanização e avaliação de humanidade 

de anticorpos a partir de repertórios naturais. Esse software exige apenas as sequências dos 

anticorpos. Sendo assim, as sequências dos nanocorpos antes e após os enxertos foram aplicadas 

para verificar o nível de humanidade deles. Para os nanocorpos, foi adotado o critério rigoroso 

de g 90% dos indivíduos, ou seja, cada peptídeo é classificado como humano se for detectado 

em 90% da população humana. A numeração utilizada foi o esquema de Chothia, pois é a 

numeração menos desatualizada que o BioPhi disponibiliza. Esses parâmetros padrão do BioPhi 

mantidos inalterados. O BioPhi utiliza três métodos distintos para essa análise, incluindo a 

função Identity OASis, que avalia a humanidade de uma sequência de anticorpos ao dividi-la 

em fragmentos de nove aminoácidos sobrepostos, os quais são comparados com o banco de 

dados Observed Antibody Space (OAS) para determinar sua prevalência na população humana. 

A pontuação de Identity OASis de um anticorpo é dada pela fração de seus peptídeos que 

atendem a um critério de prevalência estabelecido. Outra métrica do BioPhi é a função Percentil 

OASis, que calcula uma pontuação ao comparar o anticorpo modelo com todos os mAbs 

disponíveis. A pontuação indica a proximidade do anticorpo com mAbs terapêuticos, onde 0% 

significa nenhuma semelhança e 100% indicam aminoácidos idêntica à de mAbs terapêuticos, 

incluindo mAbs murinos, humanizados e humanos em estágio clínico. A métrica Germline 

Content avalia a identidade da sequência do modelo em relação à linha germinativa (Prihoda et 

al., 2022).

3.9 Docking Molecular dos VHH/NTZ com a Subunidade α4

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

estruturas na formação de complexos biomoleculares, com aplicações em interações proteína-
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proteína, proteína-ligante, proteína-oligossacarídeo e proteína-ácido nucleico. Reconhecido 

pelo CASP-CAPRI  (Critical Assessment of Structure Prediction – Critical Assessment of 

PRedicted Interactions) como um dos métodos mais eficazes na área (Vangone et al., 2017), o 

HADDOCK adota uma abordagem de modelagem integrativa baseada nas estruturas 

individuais dos componentes. Ele incorpora dados experimentais, como mutagênese, RMN, 

espalhamento de raios X em baixo ângulo (SAXS) e crio-EM, para definir restrições de 

interação ambíguas que orientam e refinam a predição do acoplamento estrutural (Honorato et 

al., 2024). O protocolo de acoplamento no Haddock 2.4 consiste em três etapas sucessivas, 

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

1. Docking de corpo rígido: Na primeira etapa (it0), ilustrado no item A (função de 

energia, Equação 2), as moléculas são tratadas como corpos rígidos, posicionadas a uma 

distância inicial de ~25 Å e submetidas a rotações e translações aleatórias. A energia é 

minimizada via CNS, empregando parâmetros padrão de campos de força (ex.: (ϵ_ij), 

(k_b) e (k_θ)). Apenas interações intermoleculares são consideradas, incluindo: Van der 

Waals (VDW), interações eletrostáticas, e restrições experimentais (NMR/mutagênese). 

As poses energeticamente favoráveis (menores energias de interação) são selecionadas 

para etapas subsequentes de refinamento (Van Dijk; Bonvin, 2006).

A. Função de energia: ĀÿÿĂÿĂ =  ĀÿĂ� + ĀăĂăā + ĀÿăĀāÿÿÿĄāĀOnde:
Van der Waals (Lennard-Jones):ĀÿĂ� =  ∑ �ÿĀÿ < Ā  [(ýÿÿĀ, ÿĀĀÿĀ )12 2 2 (ýÿÿĀ, ÿĀĀÿĀ )6]
Eletrostática (Coulomb):

 CAPRI (Critical Assessment of PRedicted Interactions): Uma iniciativa colaborativa que avalia métodos de 
predição de interações proteína-proteína, com foco na modelagem de complexos moleculares, interfaces e contatos 
residuais, com base em estruturas experimentais não divulgadas.

 CNS (Crystallography and NMR System): sistema computacional avançado para determinação e refinamento de 
estruturas macromoleculares, originalmente desenvolvido para aplicações em cristalografia de raios-X e RMN. No 
contexto do HADDOCK 2.4, o CNS é empregado como motor de back-end para a execução das etapas de dinâmica 
molecular, minimização de energia e refinamento em solvente explícito, contribuindo para a geração de modelos 
estruturais energeticamente favoráveis e conformacionalmente realistas de complexos biomoleculares.

(2)
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ĀăĂăā =  ∑ ÿÿÿĀ4��0� (ĀÿĀ)ĀÿĀÿ < Ā 
Restrições experimentais (harmônicas):ĀÿăĀāÿÿÿĄāĀ =  �ĂÿĀā  ∑ max (0, (Āā 2 Āā,0)2 2 �ā2) 2ā  

�ĀĂăĀĀĂă + �ĂÿĄÿ ĀĂÿĄÿ
2. Refinamento Semi-flexível: Na segunda etapa (it1), visto em B (função de energia, 

equação 3). As estruturas selecionadas são submetidas a uma etapa de refinamento semi-

flexível composta por: (1) minimização rígida, (2) flexibilização progressiva dos 

resíduos da interface, incluindo cadeias laterais e backbone, e (3) minimização em 

solvente implícito. Essa fase utiliza algoritmos de simulated annealing  em espaço de 

torsão para escapar de mínimos locais e otimizar o acoplamento, balanceando acurácia 

e custo computacional.

B. Função de energia: ĀĀăăÿ2ĄĂăā =  ĀÿÿąÿĂ +  ĀĀąĄĂ + ĀÿĄąĂă + ĀĂÿ/ăĂÿÿĂ  Onde:
Ligações covalentes (harmônicas):ĀĀąĄĂ =  ∑ �ĀĀąĄĂĀ (Ā 2 Ā0)2
Ângulos (harmônicos):ĀÿĄąĂă =  ∑ ��ÿĄąĂăĀ (Ā 2 Ā0)2
Diedros (periódicos):ĀĂÿ/ăĂÿÿĂ =  ∑ �∅Ăÿ/ăĂÿÿĂĀ  [1 + ýāā(ÿ∅ 2  �)]

E o algoritmo do Simulated Annealing que usa perfil de temperatura exponencial:ÿ(Ă) =  ÿÿĄÿāÿÿĂ . ÿ2�ā 
 

 É um protocolo de otimização termicamente controlada aplicado durante o refinamento semi-flexível. Utiliza 
um perfil exponencial de temperatura combinado com MD e critérios de aceitação baseados em energia, visando 
escapar de mínimos locais e gerar estruturas de complexos biologicamente plausíveis, respeitando restrições 
experimentais. O processo é finalizado com uma minimização em baixa temperatura.

(3)
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3. Refinamento em Solvente Explícito: Na etapa final (water), as estruturas são imersas 

em água explícita (modelo TIP3P) e submetidas a uma curta simulação de dinâmica 

molecular (5310 ps) para alcançar o equilíbrio termodinâmico, seguida de uma 

minimização final. Esta fase utiliza a função de energia descrita na equação 4 (ver item 

C) e visa refinar as interações intermoleculares sob condições próximas às fisiológicas, 

promovendo maior estabilidade e realismo estrutural ao complexo.

C. Função de energia: Āý� =   ĀĀąĄĂăĂ + ĀĄąĄ2ĀąĄĂăĂ +  ĀÿăĀāÿÿÿĄāĀ 
Onde:

Solvatação (modelo explicito)ĀĄąĄ2ĀąĄĂăĂ =  ∑ (ĀÿĂĀ + ĀăĂăā) + ĆÿąāăÿĄ2Āÿāăÿ∑ (ĀÿĂĀ + ĀăĂăā)Āÿāăÿ2Āÿāăÿ
MD - Equações de Verlet e força derivada da energia

 (Faz a atualização das posições atômicas)Ā(Ă + �Ă) = 2Ā(Ă) 2 Ā (Ă 2 �Ă) +  ā(Ă)ÿ  �Ă2  ā(Ă) =  2 �Āý�
 MD - Termostato de Berendsen  

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

�ÿĄăĀ =  �ÿ  . :1 + �Ă�ÿ  (ÿÿĂÿąÿ(Ă) 2 1)  
MD - Gradiente conjugado de Polak-Ribière 

(Minimização final; remove tensões e relaxa geometrias residuais) þā =  2 �Āý�( ýā) + �ā þā21 �ā =  �Āý�(ýā)�  (�Āý� (ýā) 2 �Āý� (ýā21))�Āý�(ýā21)�  �Āý� (ýā21)   
Antes da etapa de docking molecular, tanto os VHH/NTZ quanto a subunidade ³4 da 

integrina ³4³1 (antígeno) foram preparados conforme o protocolo do HADDOCK 2.4. Essa 

preparação incluiu a manutenção dos arquivos .pdb, a correta identificação das cadeias, a 

(4)
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indetificação do estado de protonação das histidinas (MolProbity) e a aplicação de restrições do 

tipo ambig.tbl, que definem os resíduos ativos e passivos, conforme apresentado na Tabela 2. 

Ressalta-se que restrições do tipo unambig.tbl não foram utilizadas, pois são recomendadas 

apenas para proteínas com múltiplas cadeias.

As abordagens empregadas foram o docking cego e o docking dirigido. No docking 

cego, toda a superfície da proteína foi explorada para o reconhimento do sítio de interação, sem 

definição prévia da região de acoplamento. Essa estratégia é particularmente útil quando há 

pouca informação sobre os locais ativos e, neste estudo, foi aplicada para verificar se os 

complexos VHH/NTZ mantêm a especificidade pelo sítio-alvo (Yan et al., 2020). Já o docking 

dirigido concentra-se em regiões previamente caracterizadas ou hipotetizadas como sítios de 

interação, baseando-se em pockets  ativos identificados por análises teóricas ou experimentais. 

Essa abordagem restringe o espaço de busca e tende a gerar um número maior de complexos 

em comparação ao docking cego (Van Dijk; Boelens; Bonvin, 2005). Ambas as estratégias 

foram aplicadas aos três tipos de enxertos avaliados. Os resíduos ativos do NTZ foram definidos 

como aqueles presentes nas três regiões CDRs do domínio VH. Já os resíduos ativos da 

subunidade ³4 foram obtidos a partir do arquivo 4IRZ, correspondendo aos resíduos do 

antígeno que interagem com os domínios VH/VL do NTZ. Os resíduos passivos da subunidade 

³4 foram considerados como todos os resíduos do domínio β-propeller dessa subunidade. 

Embora seja comum definir resíduos passivos como aqueles situados a até 5 Å dos resíduos 

ativos (o que foi feito apenas para o docking dirigido), optou-se por incluir todo o domínio β-

propeller da subunidade ³4. Essa estratégia ampliou o espaço de busca dos VHH/NTZ, 

permitindo uma identificação imparcial do sítio de interação correspondente ao VH/NTZ e 

garantindo que as CDRs do VHH/NTZ mantivessem sua especificidade pelo sítio-alvo. Os 

cálculos de docking dos VHH/NTZ foram realizados em duas abordagens distintas, ambas 

utilizando água como solvente explícito. As etapas de acoplamento envolveram a geração de 

1000 complexos no acoplamento de corpo rígido (configuração padrão), seguidos por 250 

complexos para refinamento semiflexível e refinamento explícito com solvente. Foi 

desenvolvido um script em Python que automatiza desde a preparação das estruturas até a 

análise dos resultados, otimizando o processo e assegurando eficiência e reprodutibilidade.

 São depressões topográficas localizadas na superfície de macromoléculas, especialmente proteínas, que 
apresentam propriedades estereoquímicas e físico-químicas favoráveis à interação com ligantes. Caracterizam-se 
por geometria complementar, potencial eletrostático apropriado e presença de resíduos propensos a interações não 
covalentes. Esses sítios 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 espaço de busca e aumentam a relevância estrutural das predições.
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Tabela 2 3 Resíduos Ativos do VH/NTZ e da Subunidade ³4 e Resíduos Passivos da Subunidade ³4

Proteínas Resíduos ativos
Resíduos passivos

Docking cego Docking dirigido

Natalizumabe (VH)

25 26 27 28 29 30 31 32 

33 52 53 54 55 56 97 98 

99 100 101 102 103 104 

105 106 107 108 109 110

--- ---

Subunidade α4

121 123 124 131 134 135 

137 147 152 155 162 175 

201 206 208 230 256

1 4 6 7 8 9 12 13 14 15 16 

20 22 24 29 30 31 37 40 

42 43 44 45 47 48 49 50 

51 53 56 57 60 61 62 64 

65 66 67 68 69 70 71 74 

75 76 77 78 79 80 81 82 

83 84 86 87 89 91 95 97 

98 99 100 102 103 104 

105 106 112 114 119 121 

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 

172 173 174 175 176 177 

181 184 186 187 188 190 

195 198 199 200 201 202 

203 204 205 206 207 208 

209 210 211 212 213 214 

215 219 223 225 226 229 

230 231 232 237 238 240 

243 244 246 252 253 254 

255 256 259 260 261 262 

263 265 266 267 268 269 

270 274 276 278 280 284 

285 286 293 297 298 299 

300 301 304 309 313 314 

315 317 319 320 322 323 

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 

389 390 392 393 398 400 

26 27 28 55 71 73 84 88 

100 101 102 105 106 107 

108 109 110 111 112 113 

115 117 118 119 120 122 

125 126 127 129 130 132 

133 136 138 139 140 141 

144 145 146 148 149 150 

151 152 153 154 156 157 

158 159 169 161 163 164 

165 167 168 173 174 176 

177 178 180 185 186 191 

193 194 195 196 197 199 

200 202 203 204 205 207 

209 210 226 228 229 231 

232 233 254 255 257 258 

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 posição exata dos resíduos ativos e passivos, conforme a 

numeração padrão do PDB, no antígeno (subunidade ³4) e os resíduos ativos do domínio VH/NTZ para ambos os 

tipos de docking: cego e dirigido.

3.9.1 Validação dos complexos VHH/NTZ-α4

Para validar o HADDOCK 2.4, foi utilizada a estratégia de re-docking, que serve para 

verificar a confiabilidade do software empregado na geração dos complexos. O método de re-

docking envolve etapas cruciais, começando pela utilização obrigatória da estrutura 

cristalográfica de referência. Seu principal objetivo é a recriação da posição original do alvo 

em relação ao seu receptor. Dessa forma, os complexos gerados são comparados com a estrutura 

resolvida experimentalmente, permitindo avaliar se o programa consegue identificar uma 

conformação que se aproxime ao máximo da estrutura experimental (Mateev et al., 2022).  O 

PDBID 4IRZ foi utilizado, contendo a subunidade ³4 da integrina ³4³1 associada ao 

Natalizumabe. Em seguida, a estrutura foi dissociada e dividida em três arquivos: um com os 

domínios VH/VL, outro contendo apenas o VH e um terceiro com a subunidade ³4. A partir 

disso, foram realizados dois re-dockings: o primeiro focado exclusivamente no domínio VH e 

o segundo considerando os domínios 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 sítio 

de interação do VH/NTZ. A seleção desses complexos foi realizada com o software DockQ, 

desenvolvido por Basu e Wallner (2016), que utiliza uma métrica contínua combinando os 

parâmetros Fnat, LRMS, iRMS, Fnonnat, F1 e Clashes em uma única pontuação. Essa 

pontuação permite avaliar a qualidade dos modelos de encaixe proteína-proteína (Lensink; 

Wodak, 2013).

• Fnat (Fraction of Native Contacts): mede a fração de contatos nativos mantidos após o 

docking, avaliando a similaridade estrutural.

• LRMS (Ligand Root Mean Square Deviation): calcula o desvio médio quadrático 

(RMSD) do ligante em relação à estrutura de referência, avaliando a precisão global do 

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

resíduos na interface de interação, avaliando a precisão local.

• Fnonnat (Fraction of Non-Native Contacts): quantifica a fração de contatos não nativos 

presentes no modelo previsto, indicando a presença de interações incorretas.

• F1: combina precisão (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 específicos quanto a cobertura da interface de 

interação.

• Clashes (Colisões): identifica colisões atômicas dentro do modelo, ajudando a detectar 

conformações estereoquimicamente inviáveis.

Quando os valores de LRMS e iRMS se aproximam de 0 e Fnat se aproxima de 1, a 

tendência é que a pontuação DockQ esteja mais próxima de 1,0. Assim, a classificação dos 

modelos atribuídos pelo DockQ segue a seguinte escala:

• 0.00 f DockQ < 0.23: Incorreto

• 0.23 f DockQ < 0.49: Qualidade aceitável

• 0.49 f DockQ < 0.80: Qualidade média

• DockQ g 0.80: Alta qualidade

Essa escala facilita a análise comparativa entre diferentes predições. A figura 18 ilustra 

melhor essa seleção. Para avaliar a eficácia dos métodos computacionais de docking, é 

fundamental verificar a qualidade dos modelos gerados, comparando-os com estruturas nativas 

experimentais. No entanto, como os VHH/NTZ não possuem estruturas cristalográficas, o uso 

direto do DockQ não foi viável. Para contornar essa limitação, foi aplicada a estratégia do 

"complexo fake", uma estrutura biomolecular artificial criada para facilitar análises 

comparativas. Nesse contexto, o <complexo fake= foi gerado combinando partes de dois 

complexos distintos: o antígeno derivado do docking e o anticorpo (VH/NTZ) da estrutura 

cristalográfica. Essa abordagem permite avaliar interações e a distribuição espacial de forma 

mais realista na ausência de dados cristalográficos.

O complexo foi construído removendo o domínio VL e mantendo apenas o domínio VH 

e o antígeno. Posteriormente, esse complexo VH/³4 foi sobreposto com um modelo gerado de 

VHH/³4, sendo o VHH-NTZ (docking) e o antígeno (cristal) removidos. Assim, resultando em 

um complexo VH/NZT (cristal) e ³4 (oriundo do docking). Curiosamente, apenas remover o 

domínio VL e manter o VH/NTZ-³4 não 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 antígeno do docking e o VH do cristal para formar o <complexo fake=. Esse 

procedimento garante que o antígeno e o domínio VH estejam posicionados no local desejado, 

permitindo ao DockQ comparar a sobreposição dos modelos gerados com o <complexo fake=. 

Quanto maior a sobreposição, mais fiéis são as interações preditas. A estratégia foi aplicada aos 

três tipos de enxertos, e um script em Python foi desenvolvido para automatizar todas as 

análises, agilizando o processo de filtragem com base nas pontuações do DockQ.

Fonte: Esquema elaborado pelo Autor (2025) para ilustrar a qualidade das poses de acordo com a pontuação do 

DockQ. Em (A), observa-se um complexo contendo seu VHH/NTZ na cor ciano, indicando alta qualidade (DockQ 

> 0.80), sobreposto ao domínio VH/NTZ, representado em amarelo escuro. Em (B), é 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 domínio VH/NTZ.

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Caracterização da interface Natalizumabe/α4

Figura 18 3 Complexo VHH/NTZ-³4 de Alta e Baixa Qualidade Segundo DockQ
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como o Natalizumabe e seu antígeno ³4, é fundamental para o desenvolvimento de novas 

Para garantir a confiabilidade dos dados da nova interface entre NTZ e a subunidade ³4, 

³4, incluindo ligações de hidrogênio, interações entre 

³4, as interações mais frequentes são as de VDW, com 45 

³4. As Figuras 19C e 19F indicam distâncias de 3,2 Å, dentro do esperado

Também são observadas interações entre anéis aromáticos, como nos resíduos de Phe, 

Tyr e Trp, além de interações com grupos carregados positivamente, como Arg e Lys. Essas 

interações incluem π-π (entre nuvens de elétrons π), π-cátion (entre um anel aromático e um 

cátion) e π-π stacking, fundamentais para a complementariedade hidrofóbica, estabilidade 

estrutural, especificidade antigênica e resistência a variações dinâmicas na interface. O 

RINmaker classifica todas as interações π como hidrofóbicas, diferente do RING. 

³4, Tyr33 e Thr32 

H1. Tyr33 estabelece uma interação π
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³4 (153

3

Figura 19 3 Interações Entre VH/NTZ-³4 Obtidos Através do Software RING e RINmaker
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principais SDRs, por sua interação π π stacking com Tyr202 da subunidade ³4 (distância

4,82 Å, ângulo de 14,42° e orientações de 48,14´ e 14,42·). Além disso, Tyr101 estabelece 

Asn104 se destaca pelo maior aumento na área de superfície enterrada acessível (ΔBSA) após 

uma interação π π stacking com Tyr202 da ³4, com características g

π e π π, as 

 Método computacional de mutagênese virtual que avalia a contribuição funcional ou energética (ΔΔG) de 
resíduos individuais em proteínas. Consiste na substituição sistemática de aminoácidos não alanina por alanina 
(mutação pontual) em um modelo estrutural, com o objetivo de identificar hotspots críticos para interações 
moleculares ou estabilidade. A alanina é escolhida por ostentar uma cadeia lateral simples (grupo metil, -CH₃), que 
reduz interações específicas do resíduo original sem comprometer significativamente a integridade estrutural da 
proteína.
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afinidade e especificidade do complexo NTZ/³4, destacando a necessidade de análises 

A ilustração desenvolvida por Autor (2024), utilizando o software PyMOL, apresenta em A, as sequências 

de aminoácidos do domínio VH/NTZ, com destaque para as CDRs. As regiões H1, H2 e H3 são realçadas em cores 

rosácea, ouro e verde claro, respectivamente. As CDRs também são ampliadas, evidenciando suas posições de 

acordo com o esquema de Chothia. Na Figura B, é exibida a estrutura tridimensional completa do domínio VH, 

com a região FR representada em cinza. Já na Figura C, são destacados exclusivamente a regiões das CDRs H1, 

H2 e H3, nas mesmas cores usadas anteriormente.

³4 é composta 

por interações π stacking, π π stacking, VDW e hidrofóbicas, em concordância com os achados 

Figura 20 3 Posição dos Aminoácidos nas Regiões FR e CDRs do Domínio VH/NTZ
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³4 existe: (1) Resíduos Críticos 3

3

interfaciais, com 21 no VH/NTZ e 27 na ³4, indica uma interação assimétrica e sugere uma 

elece um contato extenso com o epítopo da ³4, fator determinante para sua especificidade.

3

o complexo VH/NTZ e 3,52% para ³4, está dentro do esperado para interações Ag

que a menor participação da ³4 na interface se justifica por seu maior tamanho estrutural. 

3

3

Å² sugere que VL amplia a interface de contato, estabilizando a interação com ³4. (6

3

A interação VH/NTZ-³4 apresentam indícios de estabilidade, porém relativamente 

espaçada. O equilíbrio entre BSA e volume da interface influencia sua estabilidade, com a maior 

contribuição do VH destacando o papel crítico da cadeia pesada no reconhecimento do 

antígeno. Otimizar a compactação da interface pode aumentar a afinidade do NTZ por ³4, 

aspecto relevante para o desenvolvimento de miméticos terapêuticos.
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Os gráficos apresentados pelo Autor (2024) ilustram, em A, os valores de BSA do VH/NTZ, enquanto, em 

C

D

A

B

Figura 21 3 Análise de ASA do Domínio VH/NTZ e da Subunidade ³4
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B, são exibidos os valores de ASA do VH/NTZ. Já os gráficos C e D mostram, respectivamente, os valores de BSA 

e ASA do antígeno. As cores utilizadas representam o estado antes e após a formação do complexo: azul para o 

estado inicial e verde para o estado após o complexo, tanto para o VH/NTZ quanto para a subunidade ³4.

 

Figura 22 3 Distribuição Química e Quantitativo de Contatos das CDRs VH/NTZ
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-antígeno (

Interfaces Ab-Ag diferem das interações proteína-proteína por veicularem menor 

complementaridade geométrica. Enquanto essas interações possuem superfícies bem definidas, 

as interfaces Ab-Ag são mais adaptáveis e dinâmicas, permitindo o reconhecimento de diversos 

epítopos, inclusive regiões flexíveis ou desordenadas

interações hidrofóbicas e π π, enquanto resíduos polares preenche funções essenci

Na interação VH/NTZ-³4, o SCI teórico foi 0,2435 (g0,5 aceitável), indicando interação 

moderada com baixa complementaridade devido ao ajuste subótimo das superfícies 

moleculares. Essa limitação decorre da exclusão do domínio VL/NTZ, resultando em lacunas e 

desalinhamentos que comprometem a avaliação global da interface. Essa limitação era esperada 

devido à estratégia adotada nesta pesquisa, que envolveu: (1) a seleção de VHHs na triagem 

com base na forma da CDR H3 do VH/NTZ, (2) a consideração exclusiva das CDRs mais 

relevantes para a interação e (3) a ênfase na CDRH3 do NTZ, por ser crítica para o 

reconhecimento. 

Além disso, os VHHs apresentam limitações inerentes, como: (1) a impossibilidade de 

acomodar as seis CDRs do NTZ devido ao espaço restrito, (2) maior semelhança com o domínio 

VH humano do que com VL, como a CDR3 do VH e VHH mais longas e variáveis, além de 

preferirem epítopos conformacionais e ocultos. Os VH podem, em alguns casos, reconhecer 

antígenos sem necessidade do VL, característica já presente nos VHHs. Fora que, o VL/NTZ 

possui apenas cinco SDRs em suas três CDRs que interagem com a subunidade ³4, resultando 

em menos resíduos envolvidos e menos pontos de contato em comparação ao VH/NTZ. 
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Figura 23 3 Resíduos do VH/NTZ Interagindo com a Subunidade ³4 da Integrina ³4³1
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Fonte: Ilustração elaborada pelo Autor (2024) utilizando o software PyMOL das interações entre os resíduos SDRs 

do domínio VH/NTZ e a subunidade ³4 da integrina ³4³1. As interações estão representadas em caixas pontilhadas 

de diferentes cores, correspondendo às regiões CDRH1 (verde), CDRH2 (azul) e CDRH3 (roxo). Além disso, os 

tipos de interações moleculares são ilustrados com cores específicas: violeta para ligações de hidrogênio 

(HBOND), cinza para interações de Van der Waals (VDW), amarelo para interações π-π stacking, vermelho para 

interações π-cátions e preto para pontes salinas.

4.2 Similaridade Estrutural das CDR3 VHH à CDRH3 VH/NTZ

β

integrina, entre as voltas W2 e W3, interagindo com as fitas ³4 ³1. Por sua relevância funcional, 
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H (hélice alfa), G (hélice 3-10), I (hélice pi) e L (Loop)

– –

³ do domínio VHH, as CDR3s – – não apresentam predominância de folhas ³, 

sendo os loops sua característica estrutural predominante. A baixa ocorrência de hélices ³ nessa 

β

β

3
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Identificar VHHs estruturalmente semelhantes ao CDRH3 do VH/NTZ continua sendo uma 

tarefa árdua, porém essencial, para a proposição de novos miméticos NTZ. Para enfrentar esse 

desafio, 11 templates foram selecionados para as próximas etapas de engenharia de proteínas, 

com o objetivo de gerar o VHH de interesse. A escolha de levar adiante esses 11 templates é 

fundamental, pois cada um apresenta características únicas distintas de conformação e 

estabilização da alça, que podem ser sensíveis aos CDRs do NTZ. 

Figura 24 3 Comparativo das CDRs dos VHH-IN com a CDRH3 do NTZ
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4.3 Modelagem e validação dos Nanocorpos ENXSEQ

Para unificar as sequências das CDRs do domínio VH/NTZ nas posições equivalentes 

das CDRs dos VHHs e concluir o ENXSEQ nos 11 templates, foi realizado a modelagem 

molecular. Essa etapa consistiu na integração das CDRs VH/NTZ aos VHHs, resultando na 

geração 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 

predição das FR, alcançando pontuações superiores a 0,8 no QMEANDisCo.

A escolha do QMEANDisCo mostrou-se especialmente adequada, sendo o único entre 

os quatro avaliadores utilizados neste estudo a fornecer tanto uma pontuação global quanto 

avaliações por resíduo. Essa capacidade permite identificar com precisão regiões críticas ou 

instáveis da estrutura. Segundo esse critério, modelos com pontuação acima de 0,8 são 

considerados bons; entre 0,7 e 0,8, intermediários; e abaixo de 0,7, ruins (ver Figura 25). 

A observação de pontuações inferiores a 0,7 nas regiões CDR levanta a hipótese de que 

essa baixa predição possa estar relacionada à origem não camelídea dessas regiões. Para 

investigar essa possibilidade, os VHH-IN (iniciais/nativos) cristalizados foram analisados com 

o QMEANDisCo. Caso as regiões CDR apresentem pontuações semelhantes às obtidas pelos 

modelos ENXSEQ, entende-se que a limitação na predição não estaria exclusivamente 

associada à origem camelídea das CDRs, mas sim a um conjunto mais amplo de fatores.

Uma possível explicação é; (1) a limitação do NanoBodyBuilder2 em predizer com 

precisão regiões CDR que diferem daquelas observadas em camelídeos, grupo para o qual o 

software foi originalmente treinado. Essa limitação se torna evidente, por exemplo, na 

modelagem das CDRs VH/NTZ. Fora que, diferenças na composição de aminoácidos entre os 

domínios VH e VHH, como ressaltado por Mitchell e Colwell (2018) e Kuroda e Tsumoto 

(2022), impactam diretamente as conformações das CDRs, evidenciando o vínculo intrínseco 

entre sequência e estrutura, conforme descrito por Morea et al. (1998). 

Outro fator a ser considerado é; (2) a alta variabilidade estrutural das CDRs, regiões 

críticas para a especificidade e afinidade dos anticorpos. Enquanto as regiões H1 e H2 tendem 

a adotar conformações mais conservadas como revisado por Fernández-Quintero et al. (2019), 
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a região H3 se destaca por sua elevada flexibilidade, tornando particularmente difícil a 

modelagem de um estado energeticamente favorável. 

Além disso, é importante (3), considerar as limitações do próprio QMEANDisCo. 

Apesar de seu bom desempenho em benchmarks como o CAMEO, essa ferramenta ainda 

enfrenta desafios na avaliação de regiões altamente flexíveis como as CDRs, tanto em modelos 

preditos quanto em estruturas cristalográficas. Assim, pontuações mais baixas nessas regiões 

não indicam necessariamente falhas na modelagem ou comprometimento da validade dos 

resultados gerados pelo NanoBodyBuilder2. Essa conclusão é reforçada pela análise de 

estruturas cristalizadas de VHH avaliadas pelo QMEANDisCo (Apêndice K), que também 

denotam scores semelhantes aos dos modelos ENXSEQ, salientando a acurácia do software na 

predição de VHH/SEQ. A análise dos modelos gerados pelo NanoBodyBuilder2 revelou que 

21,16% das CDRs foram classificados como regiões de baixa confiabilidade, atribuída à alta 

flexibilidade estrutural; 18,77% das regiões adjacentes apresentaram confiabilidade média, 

refletindo um consenso conformacional intermediário; e 60,07% dos FRs demonstraram alta 

confiabilidade, associada à baixa flexibilidade e ao alto grau de conservação conformacional. 

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

Figura 25 3 Qualidade do Modelo por Resíduos dos ENXSEQ (QMENDisCO)
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vermelho indicam respectivamente, contribuições de alta predição (>0,8), predição intermediária (>0,7 e f0,8) e 

baixa predição (f0,7), refletindo a qualidade de cada resíduo em relação ao modelo. O eixo Y exibe os scores 

Como validação adicional, foi realizada uma análise complementar para confirmar a 

qualidade dos VHH/SEQ modelados. Além dos scores de flutuação por resíduo fornecidos pelo 

QMEANDisCo, também foram considerados os scores globais de cada modelo, que oferecem 

uma avaliação da estrutura como um todo, refletindo sua estabilidade, plausibilidade e 

coerência global do modelo. Os resultados, incluindo as avaliações do QMEANDisCo, PROQ2, 

VOROMQA e MODFOLD9, são apresentados na Figura 26. Observa-se que os quatro métodos 

atribuíram classificações semelhantes (bom, intermediário e ruim), caracterizando os modelos 

como sendo de qualidade intermediária. Essa classificação pode estar relacionada às baixas 

predições nas regiões CDR, uma vez que até mesmo os modelos cristalográficos (VHH iniciais) 

situam-se nessa mesma faixa de qualidade.

Fonte: A confiabilidade das predições estruturais geradas pelo NanobodyBuilder2 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 MODFOLD9 são 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 são exibidos, onde valores inferiores a 0.6 indicam baixa qualidade, entre 0.7 e 0.8 são 

considerados medianos, e valores iguais ou superiores a 0.8 são avaliados como bons. No canto inferior esquerdo, 

os scores do PROQ3D destacam valores abaixo de 0.6 como ruins, entre 0.7 e 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 e 0.59 como medianos, e iguais ou superiores a 0.6 como bons.

Figura 26 3 Qualidade Global dos Modelos Obtidos pelos Software QMENDisCO, PROQ3, VOROMQA e 
MODFOLD
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Outra métrica de validação é a pontuação RMSPE utilizada pelo Immunebuilder2 que 

pode ser aproveitada para avaliar a concordância nas posições dos resíduos CDRs, por exemplo 

como pode ser visto na figura 27. Embora um baixo erro previsto (RMSPE) não garanta 

necessariamente que a estrutura seja precisa, ele é eficaz para discriminar estruturas cujas 

regiões apresentam altos valores de RMSPE. Isso evidencia que o RMSPE (Å) possui uma 

relação com o RMSD (Å), pois ambos refletem a precisão e a confiabilidade das predições. O 

RMSPE é calculado com base na diversidade entre os quatro modelos gerados internamente 

pelo NanobodyBuilder2, comparando as posições médias dos resíduos equivalentes em cada 

um dos quatro modelos gerado por software. Um alto RMSPE para um resíduo indica uma falta 

de concordância entre os modelos sobre a posição desse resíduo, sugerindo uma maior incerteza 

e baixa confiabilidade na previsão para essa região. Por outro lado, regiões com baixo RMSPE 

segundo Abanades et al. (2023), tendem a ser mais consistentes entre os modelos, embora isso 

não garanta necessariamente uma estrutura precisa (RMSD baixo). 

Fonte: O gráfico elaborado pelo Autor (2024) apresenta os valores de RMSPE dos ENXSEQ para as três CDRs, 

evidenciando que a região H3 possui um valor médio de RMSPE superior às demais. No eixo X, são representadas 

as três CDRs, enquanto no eixo Y estão os valores de RMSPE atribuídos 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 previsão dessa região.

Nesse contexto, embora seja desafiador alcançar um refinamento completo de uma 

estrutura modelada, conforme descrito por Shuid; Kempster; McGuffin (2017), mesmo 

refinamentos mínimos são valiosos. Eles têm como objetivo reduzir erros em regiões mal 

modeladas, como os resíduos que compõem as CDRs dos ENXSEQ. Esse processo envolve 

etapas como a correção da geometria das ligações químicas e o ajuste de distâncias e ângulos, 

Figura 27 3 RMSPE das CDRs dos Nanocorpos ENXSEQ
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resultando em conformações mais próximas das estruturas nativas. Fora que, o refinamento 

minimiza conflitos estéricos, o que contribui para a elevação dos scores globais de qualidade 

estrutural de cada ENXSEQ. Os resultados do REFOLD3 apontam que o refinamento melhora 

sutilmente (ver figura 28) as regiões dos modelos, com foco nas CDRs, especialmente na 

CDRH3, devido às baixas pontuações (<0,7) na predição. Para avaliar seus efeitos, os modelos 

ajustados foram reanalisados pelo VoroMQA, escolhido por sua rapidez em comparação a 

ModFOLD9, ProQ3D e QMEAN, que, apesar de bem avaliados no CAMEO, demandam mais 

tempo computacional para o output.

Fonte: Gráfico elaborado por Autor (2024) apresenta, em A, os scores de cada modelo gerado pelo REFOLD3, 

além da melhoria percentual em relação ao modelo inicial. Já em B, os scores do VOROMQA são exibidos em 

azul claro (pré-refinamento) e verde jade (pós-refinamento), destacando as diferenças entre os estágios. 

Embora o refinamento estrutural tenha promovido aumento no GDT-TS  dos modelos 

VHH/SEQ, os ganhos observados foram modestos (máximo de 3% e média de 1,2%; ver Figura 

28), condizentes com o propósito do processo: melhorar a proximidade com a estrutura nativa 

sem comprometer a topologia geral. Essas pequenas melhorias sugerem ajustes locais, como 

em alças ou interações específicas. Segundo Adiyaman e McGuffin (2021), modelos com GDT-

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

 Métrica quantitativa <GDT-TS (Global Distance Test – Total Score)= utilizada para avaliar a similaridade global 
entre um modelo computacional de uma proteína e sua estrutura experimental de referência. No contexto 
do refinamento, o GDT-TS quantifica a qualidade estrutural calculando a média percentual de resíduos cujos 
átomos C³ podem ser superpostos dentro de quatro limiares de distância (1Å, 2Å, 4Å e 8Å) após um alinhamento 
estrutural ótimo (A avaliação é realizada após uma superposição rígida ótima entre as estruturas, com o objetivo 
de maximizar o número de resíduos alinhados dentro de cada limiar).

Figura 28 3 Score do VOROMQA em Comparativo Antes e Depois do Refinamento
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os VHH/SEQ alcançaram GDT-TS acima de 70, o que indica um refinamento bem-sucedido. 

Em proteínas de pequeno porte, como os VHHs (~15 kDa), esse patamar de GDT-TS reflete 

boa similaridade com a conformação nativa.

4.4 Validação e Avaliação dos Enxertos

Uma das abordagens empregadas para validar os três tipos de enxertos consistiu na 

análise da redução do RMSD, por meio da comparação entre as estruturas nativas e enxertadas. 

Essa avaliação consentiu estimar a conformação mais provável dos VHHs modificados, bem 

como quantificar a magnitude das alterações 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 variações heterogêneas nos valores de RMSD, resultado da 

modificação conformacional nas CDRs do domínio VH/NTZ após a modelagem (Figura 28). 

Tais variações podem ocasionar tanto o aumento quanto a redução do RMSD dos VHH/SEQ 

em relação aos VHH-IN. Uma possível justificativa para esse comportamento pode residir nas 

limitações do software Nanobodybuilder2.

Este software, treinado especificamente para a modelagem de estruturas 3D de domínios 

VHHs, apresenta dificuldades em reconstruir conformações adequadas para CDRs que não 

derivam de camelídeos. Como consequência, as CDRs geradas pelo software não reproduzem 

fielmente o estado conformacional observado nos domínios VH/NTZ. Essa limitação é 

corroborada pelos resultados obtidos na modelagem dos VHH-IN, cuja conformação das CDRs 

foi preservada em relação aos dados cristalográficos, indicando que o Nanobodybuilder2 é 

eficaz na reconstrução de CDRs de nanocorpos, mas apresenta desempenho reduzido frente a 

sequências oriundas de anticorpos não camelídeos. Embora não seja comum modelar uma 

estrutura cristalográfica, essa abordagem é utilizada apenas em casos especiais, principalmente 

quando a estrutura apresenta baixa resolução. No entanto, esse não é o caso dos 11 VHHs, que 

possuem boa resolução e nenhuma região com gaps. Assim, a modelagem dos cristais foi 

realizada exclusivamente para avaliar se o Nanobodybuilder2 apresenta dificuldades em 

reconstruir adequadamente as CDRs, modificando suas conformações mais prováveis, ou se 

sua limitação reside na incapacidade de modelar CDRs de anticorpos que não são camelídeos.

Uma hipótese alternativa é que as regiões CDRs do ENXSEQ tenham adotado a 

conformação predita pelo Nanobodybuilder2 por esta representar uma das conformações 

acessíveis às CDRs do VH/NTZ quando associadas a uma região framework (FR) de 

camelídeos. Essa possibilidade pode ser explicada pela flexibilidade da CDRH3, que favorece 

a adoção de múltiplas conformações estruturais. Para investigar essa hipótese, simulações por 
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dinâmica molecular podem ser empregadas a fim de verificar se, em algum momento da 

trajetória, as CDRs do ENXSEQ adotam a conformação sugerida pelo Nanobodybuilder2 

(Chen et al., 2024). Caso isso ocorra, é plausível sugerir que as CDRs do VH/NTZ são capazes 

de explorar diferentes estados conformacionais, indicando que a predição do Nanobodybuilder2 

reflete uma conformação viável, e não uma limitação do método.

Além disso, é relevante simular dinamicamente tanto o domínio VH isolado do 

Natalizumabe (VH/NTZ) quanto o domínio VH-VL completo (VH-VL/NTZ), a fim de obter 

informações detalhadas sobre o comportamento conformacional das regiões CDRs. Essas 

simulações podem revelar como as CDRs se comportam quando associadas apenas ao domínio 

VH ou quando em conjunto com o domínio VL, permitindo comparações com a conformação 

predita pelos modelos gerados via NanobodyBuilder2. Caso as CDRs adotem, em qualquer um 

desses contextos, conformações similares às preditas nos modelos camelídicos (ENXSEQ), isso 

fortaleceria a hipótese de que a conformação da CDR3 do Natalizumabe pode ser acessível em 

estados dinâmicos, tanto no VH isolado quanto no complexo VH/VL.

Por outro lado, se essas conformações não forem observadas, pode-se sugerir que as 

CDRs do NTZ adotam conformações únicas ao interagir com os FR camelídicos, diferentes 

daquelas observadas em seu contexto germline humano original. Ademais, espera-se que, ao 

longo da simulação, os modelos ENXSEQ consigam acessar, ao menos transitoriamente, a 

conformação da CDRs observada na estrutura cristalográfica do VH/NTZ. Caso isso não ocorra, 

as conformações adotadas pelas CDRs nos modelos camelídicos; especialmente na região da 

CDR-H3, poderão divergir substancialmente da conformação nativa, o que pode representar um 

fator limitante na interação com o sítio de ligação no domínio β-propeller.

Conforme demonstrado por Guest et al. (2021), a conformação das CDRs é essencial 

para o reconhecimento do antígeno, e desvios que impeçam o acesso ao estado desejado (CDRs-

VH/NTZ) podem comprometer a função dos ENXSEQ. Como discutido na Seção 4.1, o sítio 

de interação do NTZ no domínio ³-propeller possui uma concavidade de 571,66 Å², acessada 

principalmente pela CDRH3 devido à sua conformação estendida e maior exposição ao solvente 

(Myung, Pires, Ascher, 2023). No VH/NTZ, essa conformação favorece a complementaridade 

com o epítopo B da subunidade ³4, estabilizando a interação com a integrina ³4³14um aspecto 

crítico para a CDR3 dos ENXSEQ. Embora VHHs alcancem regiões mais profundas que 

VH/VL convencionais (Muyldermans, 2021), sua eficiência depende de uma CDR3 

suficientemente estendida. Apenas o 6GJU (Figura 29) exibiu essa conformação, ainda distante 

da configuração cristalizável "ideal" do VH/NTZ. As CDRs H1 e H2, menores (7 e 6 resíduos), 

mantiveram conformações semelhantes às do VH/NTZ, enquanto a H3 (14 resíduos) apresentou 
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maior flexibilidade. A menor dimensão de H1 e H2 limita sua diversidade conformacional, 

resultando em menor variabilidade comparada à H3.

Fonte: A representação tridimensional dos nanocorpos que receberam os enxertos de sequência foi elaborada por 

Autor (2024) utilizando o software PyMOL. Nessa visualização, o foco é nas CDR3 dos VHH/SEQ são destacadas 

Figura 29 3 Representação Tridimensional das CDRs do ENXSEQ
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em azul escuro, enquanto as CDRH3 do domínio VH/NTZ são representadas na cor ciano, as demais CDR1 e 

CDR2 dos VHH/NTZ matem conformações após moldagem similar ao do VH/NTZ.

Nos modelos VHH/ENXEST, observa-se uma redução nos valores de RMSD em relação 

aos VHH-IN. Isso ocorre porque o formato das CDRs no domínio VH/NTZ é idêntico ao dos 

VHH/EST. A queda no RMSD global após o enxerto indica maior sobreposição estrutural entre 

os VHH-IN e o domínio de referência (VH/NTZ), como ilustrado na figura 29. Esse resultado 

reforça a conservação da arquitetura conformacional nos VHHs modificados, demonstrando a 

eficácia do protocolo de enxerto. Essa preservação estrutural é relevante, pois, entre as múltiplas 

conformações acessíveis ao domínio VH/NTZ, os modelos ENXEST mostram capacidade 

(ainda que induzida) de adotar preferencialmente a conformação mais estável observada no 

cristal do complexo NTZ/³4. Isso evidencia a habilidade dos VHH/NTZ em reproduzir 

particularidades estruturais cruciais do domínio funcional. Tal efeito é marcante nos ENXEST, 

onde as CDRs foram incorporadas aos FRs em um estado conformacional fixo, reforçando a 

viabilidade de manter a arquitetura necessária à funcionalidade.

Embora o RMSD seja útil como métrica inicial, por sua rapidez e baixo custo, possui 

limitações importantes, pois considera apenas distâncias entre átomos em estruturas estáticas, 

ignorando a flexibilidade inerente às macromoléculas. Como a funcionalidade das CDRs 

depende de sua dinâmica, é fundamental adotar abordagens que avaliem o comportamento 

conformacional ao longo do tempo. Para isso, análises mais avançadas, como a Análise de 

Componentes Principais (PCA), são recomendadas (Kitao, 2022). O PCA é um método 

estatístico de redução de dimensionalidade que diagonaliza a matriz de covariância dos dados, 

identificando um conjunto de vetores ortogonais (componentes principais) ordenados pela 

variância explicada. Esses componentes capturam as direções de maior flutuação 

conformacional no espaço de configurações atômicas. Em MD, o PCA é aplicado a trajetórias 

de simulação para extrair modos coletivos de movimento dominantes, os quais frequentemente 

correspondem a transições conformacionais biologicamente relevantes.

Quando aplicado às CDRs (ex.: ENXEST), o PCA permite; (1) Identificar eixos de 

flexibilidade: a projeção das flutuações atômicas nos primeiros componentes principais revela 

as direções de maior mobilidade ou estabilidade, auxiliando na caracterização da dinâmica 

estrutural associada ao reconhecimento antigênico. (2) Validar conformações biologicamente 

relevantes: a ocupação preferencial de estados próximos àqueles observados em estruturas 

cristalográficas (ex.: NTZ/³4) sugere que os modelos enxertados reproduzem dinamicamente 

conformações funcionais. Em particular, a CDR3 demonstra uma tendência a adotar arranjos 

compatíveis com a interação antigênica em condições fisiológicas simuladas e (3) Mapear 
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estados conformacionais termodinamicamente favorecidos: a densidade de pontos no espaço 

do PCA reflete a população relativa de diferentes conformações, fornecendo insights sobre 

estabilidade e comportamento (Palma; Pierdominici‐Sottile, 2023).

Embora demande mais recursos computacionais que o RMSD, o PCA oferece uma visão 

mais abrangente da flexibilidade conformacional e da viabilidade funcional dos VHHs. A 

capacidade das CDRs enxertadas de acessar conformações semelhantes às do complexo 

cristalográfico constitui forte evidência de que os modelos ENXEST são aptos a reproduzir, em 

condições fisiológicas, interações específicas com o epítopo da subunidade ³4. 

Esse comportamento é crucial para o design de VHHs antagonistas da integrina ³4³1. 

Ao adotarem conformações adequadas para interagir com o epítopo B, podem tornar-se 

miméticos propício. 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 redução no RMSD (30,410), provavelmente devido 

aos seus resíduos de FR adotarem conformações mais próximas às do VH/NTZ em comparação 

aos demais.

Fonte: O gráfico apresentado por Autor (2024) utiliza as cores verde escuro, azul e ciano para destacar as variações 

nos valores de RMSD dos grupos ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR, respectivamente, após os enxertos. Essas 

variações são comparadas aos valores da estrutura nativa, representados pela cor vermelha, que correspondem aos 

valores anteriores aos enxertos.

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

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

Figura 30 3 RMSD dos ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR Antes e Após o Enxerto
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modificações pontuais restritas às regiões CDRs. No entanto, a inserção de resíduos SDR nas 

CDRs dos VHH pode não reproduzir com fidelidade a conformação cristalográfica, em razão 

de possíveis impedimentos estéricos, conforme identificado no PyMOL.

Ainda que características estruturais desejáveis tenham sido preservadas, observa-se 

uma limitação relevante: a dificuldade em manter todos os resíduos das CDRs do VH/NTZ, o 

que pode comprometer a especificidade pelo sítio de ligação localizado no domínio β-propeller. 

Embora os SDRs sejam determinantes na interação com a subunidade ³4, resíduos adjacentes 

também desempenham papel fundamental na estabilização do complexo VH/NTZ-³4 (Gordon 

et al., 2024), e sua ausência pode prejudicar a eficácia funcional dos modelos do tipo ENXSDR.

Por outro lado, destaca-se a conservação da conformação da CDR3, que se mantém 

semelhante à região H3 do NTZ. Tal conformação permite o acesso a resíduos profundos no 

sítio de interação e conserva resíduos-chave envolvidos na ligação direta com a subunidade ³4. 

Assim como proposto para os modelos ENXSEQ e ENXEST, recomenda-se a aplicação de 

simulações de dinâmica molecular com o objetivo de verificar se as CDRs do ENXSDR adotam 

conformações dinâmicas compatíveis com aquelas observadas em nanocorpos cristalizados, 

bem como identificar estados energeticamente favoráveis (El Salamouni et al., 2024).

As variações 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), 

atribuídos a incompatibilidades conformacionais entre os resíduos SDR do VH/NTZ e os 

VHHs, resultando em impedimentos estéricos. Nesses casos, o PyMOL sugeriu conformações 

alternativas mais adequadas, evidenciando as limitações na integração dos SDRs e os impactos 

estruturais nas CDRs.

Para validar a integridade das CDRs enxertadas, foi realizada análise via AbAlin, a qual 

confirmou o alinhamento preciso dos resíduos ao domínio VH/NTZ. Variadamente do RMSD, 

que avalia desvios estruturais, esse alinhamento destaca a conservação da identidade de 

resíduos, atestando que os VHHs modificados mantiveram suas posições correspondentes 

(Figura 31), com identidade entre as CDRs do VH/NTZ e os modelos enxertados.

A sobreposição dos VHH-IN revelou alta heterogeneidade nas CDRs, conforme descrito 

por Kuroda e Tsumoto (2022), refletindo sua adaptabilidade ao reconhecimento antigênico. 

Embora alguns resíduos se repitam, suas posições variáveis resultam em baixo consenso e 

menor identidade de sequência com o VH/NTZ, evidenciando sua diversificação evolutiva. 

As Figuras 31B e 31C mostram que os modelos ENXSEQ e ENXEST receberam 

enxertos nas mesmas posições das CDRs do VH/NTZ, com 100% de identidade. Já a Figura 

31D aponta divergências nos modelos ENXSDR, apesar da presença de todos os SDRs. 
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Algumas posições coincidiram integralmente, enquanto outras, classificadas como 

desfavoráveis pelo PyMOL, foram reposicionadas em regiões adjacentes. Diferenças no 

comprimento das CDRs, conforme discutido por El Salamouni et al. (2024), dificultaram a 

alocação direta dos SDRs/NTZ, exigindo o deslocamento de cerca de uma posição para 

acomodação estrutural. Apesar do ajuste, manteve-se a proximidade conformacional com o 

NTZ original, preservando a funcionalidade dos SDRs.

Figura 31 3 Avaliação das Posições dos Resíduos Entre os NATIVOS, ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR
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4.5 Avaliação das Propriedades dos Nanocorpos

pois a modelagem molecular, conforme revisado por Tvarobka, Kozmon e KóH

.

Portanto, essa 

análise é imprescindível para preservar as vantagens dos nanocorpo

nesse caso, a especificidade dos VHH/NTZ com a integrina ³4³1, garantindo uma interação 

³4. 

4.5.1 Avaliação da Natividade
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3 3

O ENXEST apresentou aumentos pontuais na natividade em relação 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 

o 5MWN (0.890 para 0.794), ocorreram reduções significativas no score de natividade. Esses 

resultados indicam que o enxerto ENXEST não consegue a depender do Framework preservar 

a conformidade natural de maneira consistente. 

Por outro lado, o ENXSDR demonstrou maior eficácia em conservar ou até melhorar a 

natividade dos nanocorpos em comparação 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 redução, de 0.889 no VHH-IN para 0.867 com o ENXSDR, representando uma 

diminuição de apenas 0.022. Alterações 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 

reduções, as variações são menos intensas em comparação ao ENXEST.

Em compensação, o ENXSEQ apresentou desempenho intermediário e inconsistências. 

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 reduções, indicando menor eficiência em comparação ao ENXSDR. Casos 

atípicos, como VHH-IN 7N0G, 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).

Análises complementares revelaram que as regiões estruturais conservadas (FRs) 

apresentam maior natividade (35%), enquanto as CDRs, responsáveis pelo reconhecimento de 
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antígenos, possuem escores mais baixos: CDR1 (22,2%), CDR2 (27,1%) e CDR3 (15,6%) 

(Valdés-Tresanco et al., 2022). Essa discrepância reforça a necessidade de otimizar as CDRs 

para aprimorar as propriedades biofísicas e físico-químicas dos nanocorpos.

Os resultados indicam que o tipo de FR influencia a natividade dos enxertos, mesmo em 

abordagens semelhantes, como enxertos de sequência e estrutura. O ENXSDR superou a 

natividade dos VHH-IN em alguns casos, destacando sua relevância. Assim, o ENXSDR se 

mostra a melhor estratégia para preservar ou melhorar a natividade, minimizando perdas 

estruturais e otimizando propriedades terapêuticas. Já o desempenho inconsistente do ENXEST 

e do ENXSEQ ressalta a importância de uma seleção criteriosa do tipo de enxerto para garantir 

estabilidade estrutural e funcional.

Gráfico 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, são apresentados os scores de natividade de todos os VHHs, enquanto o 

eixo x exibe seus respectivos IDs. Valores próximos de 1,00 indicam maior natividade do VHH/NTZ em relação 

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

4.5.2 Avaliação da Estrutura Secundária

Já é consenso que as proteínas encenam funções distintas devido às variações em suas 

estruturas, especialmente nas regiões que compõem suas estruturas terciárias. Essas, por sua 

vez, são influenciadas pelas estruturas secundárias, cuja estabilidade é condicionada por todos 

os níveis estruturais das proteínas e anticorpos. A estrutura primária pode indicar a propensão à 

agregação, sobretudo em regiões ricas em resíduos hidrofóbicos ou carregados. 

Figura 32 3 Natividade dos VHH-IN e dos VHH/NTZ
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Especificamente, um ponto isoelétrico (pI) baixo nas CDRs pode favorecer interações 

eletrostáticas entre moléculas, contribuindo para a formação de agregados, ainda que 

potencialmente solúveis. Em contrapartida, um pI elevado tende a intensificar interações com 

superfícies de carga negativa, promovendo a formação de agregados insolúveis (Fukuda et al., 

2015). Pequenas variações na sequência e estrutura de mAbs também podem impactar sua 

estabilidade, especialmente sob condições de estresse.

Na predição da estrutura secundária de proteínas (PSSP) de três estados, os elementos 

estruturais básicos são: ³-helix (H), ³-strand (E) e loops (L). As hélices e folhas betas são 

conformações fundamentais propostas por Pauling, Corey e Branson (1951) para a estruturação 

proteica. Essa classificação de três estados representa uma abordagem mais ampla, enquanto os 

PSSP de oito estados oferecem uma descrição mais detalhada dos elementos estruturais, 

incluindo conformações como H (Alpha helix), G (3-10 helix), I (Pi helix), E (Extended beta 

strand), B (Beta bridge), T (Turn), L (Loop), e S (Bend) (Xie; Schowen, 1999). 

Compreender essas características estruturais auxilia na predição do enovelamento e 

comportamento das proteínas, algo essencial para regiões como as CDRs, que dependem 

criticamente da organização secundária para interagir de forma precisa com os epítopos. A 

avaliação das estruturas secundárias dos VHH/NTZ é essencial para verificar se a transferência 

de resíduos nas CDRs resultou em alterações nas regiões FR ou divergências estruturais nas 

próprias CDRs. Modificações em qualquer região dos anticorpos podem impactar sua 

estabilidade em diferentes graus (Le Basle et al., 2020).

Os dados indicam que as estruturas secundárias das CDRs dos VHH permaneceram 

inalteradas em relação ao VH/NTZ. As CDRs H1, H2 e H3 do NTZ apresentam maior 

propensão a adotar estados secundários do tipo coil/loop ('L' no DSSP) e turn (T), especialmente 

H1 (26-32) e H2 (52-56). Já H3 (99-112), por ser mais longa, exibe maior diversidade estrutural, 

com menor probabilidade para coil, intermediária para turn e predominância do tipo beta sheet 

(E) (Chothia et al., 1989).

A análise da Tabela 3, que compara os modelos iniciais com os enxertados, revela que 

as probabilidades de formação de estruturas do tipo coil, turn e beta sheet nas CDRs 

permanecem consistentes entre as diferentes variantes enxertadas. No entanto, no domínio H2 

da estratégia ENXSDR, observou-se uma variação estrutural em relação ao H2 dos VHH-IN, 

ENXEST e ENXSEQ, com a adoção de conformações loop, beta sheet e turn. Por outro lado, a 

maioria dos VHH-IN apresenta o H2 predominantemente do tipo turn, o que é característico do 

H2/NTZ. Esses resultados indicam que a estrutura secundária do VHH/NTZ foi preservada 

tanto nas regiões FR quanto nas CDRs após os enxertos, com exceção da alteração observada 
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no H2/ENXSDR 4 uma modificação que pode ser crítica para determinados VHHs no que se 

refere à especificidade antigênica nessa estratégia.

 Tabela 3 3 Conservação da Estrutura Segundaria das CDRs VH/NTZ Após as Estratégias de Enxertos

Fonte: Tabela elaborada pelo Autor (2025), retrata a probabilidade de estrutura secundária em todas as regiões (H1, 

H2, H3 e FR) das estruturas receptoras de enxerto. Cada região exibe, em sequência, a probabilidade de estrutura 

secundária dos VHH-IN (nativos/iniciais), seguida pelas probabilidades correspondentes dos enxertos ENXEST, 

ENXSEQ e ENXSDR.

4.5.3 Avaliação das IDRs

IDRs, segundo Van Der Lee et al. (2014), são regiões incapazes de formar estruturas 

terciárias estáveis e estão presentes em todos os reinos da vida. Elas variam em tamanho e 

localização, 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 próximos de 

zero ideais por refletirem maior organização. Em anticorpos e fragmentos, as IDRs concentram-

se nas extremidades terminais e CDRs, enquanto as regiões FR raramente as apresentam. 

Apesar de naturalmente flexíveis, as CDRs podem comprometer a estabilidade proteica, afetar 

interações com epítopos e inviabilizar aplicações terapêuticas em casos extremos.  No entanto, 

podem adotar estruturas secundárias específicas, como loops, fitas-³ e ³-hélices. A CDRH3 do 

Probabilidade de estrutura secundária para as regiões dos VHH

PDB
NATIVOS ENXSDR ENXSEQ ENXEST

H1 H2 H3 FR H1 H2 H3 FR H1 H2 H3 FR H1 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

5MWN 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

7KGJ L E E E L T E E L T E E L T E E

7KLW L E E E L L E E L T E E L T E E

7N0G 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
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VH/NTZ, por exemplo, exibe conformações L e E, enquanto as CDRH1 e CDRH2 são 

exclusivamente do tipo L, diferenciando-se de regiões totalmente desordenadas. O NTZ, um 

mAb estável e eficaz, apresenta baixos níveis de IDRs em suas CDRs, favorecendo o 

reconhecimento antigênico. 

Em contraste, VHHs podem conter CDRs minimamente desordenadas, dado que 30-

40% dos resíduos em proteomas eucarióticos estão em regiões desordenadas. Cerca de 70% das 

proteínas da subclasse Mammalia possuem ao menos uma IDR com mais de 30 resíduos 

(Wright; Dyson, 1999). Nos VHHs analisados, as CDRs do VH/NTZ reduziram as IDRs, 

sugerindo um efeito estabilizador. Uma redução geral dos IDRs após 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 diminuição das IDRs nas extremidades e regiões 

de CDRs, sugerindo maior organização conformacional. Nove das onze estruturas enxertadas 

apresentaram IDRs inferiores aos dos NATIVOS, com destaque para 3EZJ, 4M3J, 5MWN, 

6GJU, 7KGJ, 7KLW, 7N0G, 8BZY e 8CY6, reforçando a eficácia do método baseado em 

otimizações estruturais.

O ENXSEQ também demonstrou bom desempenho, reduzindo os IDRs em oito VHHs 

(4M3J, 5MWN, 6GJU, 6RTY, 7KGJ, 7KLW, 7N0G, 8BZY). Isso evidencia que o alinhamento 

sequencial, mesmo sem considerar aspectos estruturais, pode contribuir para a redução da 

desordem. Já o ENXSDR apresentou desempenho intermediário, diminuindo os IDRs em sete 

VHHs (3EZJ, 4M3J, 6GJU, 7KGJ, 7KLW, 7N0G e 8BZY), sugerindo que alterações pontuais 

nos SDRs também favorecem a estabilidade.

A análise das CDRs indicou que, especificamente na CDRH3/NTZ, tanto nas estruturas 

cristalizadas quanto nos SDRs, houve redução das IDRs. Notavelmente, os VHHs/SEQ, apesar 

de apresentarem conformações distintas de H3 (cristal), mantiveram IDRs semelhantes aos do 

ENXEST. Esse comportamento pode ser atribuído, em parte, aos softwares de predição e 

refinamento estrutural, que, segundo Huang et al. (2023), tendem a otimizar as conformações 

para estados energeticamente favoráveis, minimizando artificialmente regiões desordenadas.

Embora valores de IDR acima de 0,5 indiquem desordem, nenhum VHH excedeu esse 

limite, exceto nas regiões N- e C-terminais, onde essa característica é esperada (figura 33). 

Ainda assim, observou-se redução nas regiões funcionais. Por exemplo, no VHH 4M3J, houve 

diminuição dos IDRs na CDR3. Nas CDR1 e CDR2 dos modelos ENXSDR, os scores 

mantiveram-se próximos a 0,1, enquanto nos ENXSEQ e ENXEST aproximaram-se de 0,0, 

evidenciando ausência de desordem, conforme Wang et al. (2016).  Na comparação 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 o ENXSDR em sete estruturas. Esses resultados sugerem que a 

inserção de CDRs, mesmo em conformações distintas do estado cristalizado, favorece a 

diminuição da desordem, efeito potencializado pelo refinamento estrutural. Casos específicos 

reforçam essa tendência. 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). Já no 8CY6, o ENXEST foi novamente superior 

(0,02993), superando o nativo (0,04481) e os demais enxertos.

Em síntese, os três métodos de enxerto foram eficazes na redução da desordem estrutural 

dos VHHs, com clara superioridade do ENXEST, seguido por ENXSEQ e ENXSDR. Esses 

achados ressaltam a importância de considerar fatores estruturais no planejamento racional de 

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

Figura 33 3 Flutuação por Resíduos dos VHH-IN e dos VHH/NTZ em Ralação as RIDs
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Fonte: Os gráficos apresentados por Autor (2024) ilustram as regiões desordenadas dos nanocorpos. O primeiro 

gráfico refere-se ao VHH-IN, enquanto os gráficos 2, 3 e 4 correspondem, respectivamente, aos modelos 

ENXSDR, ENXSEQ e ENXEST. No eixo Y, são exibidos os valores de desordem por resíduo, sendo que escores 

superiores a 0,5 indicam regiões completamente desordenadas. Já no eixo X, são apresentadas as posições dos 

resíduos de aminoácidos dos nanocorpos. À direita de cada gráfico, observa-se que cada VHH é representado por 

uma cor distinta.

4.5.4 Avaliação da Agregação

Os nanocorpos têm menor propensão à agregação do que os domínios VH/VL, principal 

instabilidade física das proteínas terapêuticas (Dolk et al., 2005). Isso ocorre devido à 

substituição de resíduos hidrofílicos no domínio VH e à formação de um pequeno núcleo 

hidrofóbico 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 proteínas, conforme destacado 

por Sidhu e Fellouse (2006) e Roberts (2014), resultando em um aumento da agregação 
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molecular.  Além disso, essa diversidade pode elevar o risco de respostas imunológicas 

adversas, particularmente em construções híbridas, como as proteínas VHH/NTZ com enxertos 

ENXSEQ. A agregação compromete a função biológica e pode induzir imunogenicidade, 

tornando essencial sua análise no desenvolvimento de anticorpos terapêuticos (Jefferis, 2011). 

Fatores estruturais e ambientais influenciam esse processo, podendo formar partículas 

insolúveis que prejudicam a estabilidade e eficácia do produto. Entre os VHH analisados, 3EZJ 

(18,86%) e 6GJU (22,28%) apresentaram níveis moderados e elevados de agregação, 

respectivamente, enquanto 4IDL (13,68%) exibiu menor propensão à agregação. 

Os enxertos, em geral, reduziram o potencial de agregação, como bem ilustrado na 

figura 34. VHH como 3EZJ, 4M3J, 5MWN, 6GJU, 6RTY, 7KLW, 8BZY e 7N0G tiveram 

redução para ao menos um tipo de enxerto. No entanto, o VHH/NTZ 8CY6 apresentou aumento 

com todos os enxertos (ENXSEQ, ENXEST e ENXSDR). Já o VHH 4IDL teve aumento com 

ENXSEQ e ENXEST, mas redução com ENXSDR, enquanto o 7KGJ mostrou leve aumento 

com ENXSEQ. Os três tipos de enxertos avaliados influenciaram diretamente o potencial de 

agregação, promovendo aumentos ou reduções dependendo da influência do framework, 

composição química das CDRs e a conformação da CDR3. 

A CDRH2, por exemplo, possui resíduos hidrofóbicos como Ala, Pro, Gly e Tyr, 

sugerindo caráter levemente hidrofóbico. A CDRH3, apesar de conter resíduos hidrofílicos 

como Glu, Asn e Asp, é dominada por resíduos hidrofóbicos (Tyr, Met, Gly, Ala e Val). Em 

contraste, a CDRH1 é predominantemente hidrofílica, composta por resíduos como Asn, Ile, 

Asp e Thr. No entanto, a hidrofobicidade das CDRH2 e CDRH3 não foi suficiente para 

aumentar o potencial de agregação da maioria dos VHH/NTZ. 

Em alguns ENXSDR, a substituição de resíduos hidrofóbicos por hidrofílicos, como 

Lys30 e Asp31 (H1), Lys52 (H2) e Asn104 (H3), pode ter contribuído para a redução do 

potencial de agregação. Estudos, como os de Perchiacca; Bhattacharya (2011), mostram que 

mutações envolvendo resíduos hidrofílicos, como Asp ou Arg, podem inibir a agregação. 

Estratégias adicionais incluem a introdução de cisteínas nas posições 54 e 78, a adição de 

aminoácidos carregados negativamente nas bordas do CDR3 e a inserção de arginina na posição 

29, segundo por Zhong et al. (2021). 

O enxerto ENXSDR apresentou comportamento variável. Em 6GJU, houve aumento de 

agregação de 22,28% para 20,39%, enquanto 8CY6 registrou aumento de 1,00%. Em 

contrapartida, 4IDL teve redução de 13,68% para 13,39%, e 5MWN apresentou a maior redução 

(-4,54%) dentre os ENXSDR. Os ENXEST destacaram-se pela maior redução no potencial de 
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agregação, sugerindo que a conformação cristalizada das CDRs do VH/NTZ, em específico H3, 

contribui para esse efeito.

Não é compreendido se essa conformação parece ter sido adotada, entre outros fatores, 

para reduzir a agregação no NTZ, mas em alguns VHH ela reduz. Em 6RTY, a agregação caiu 

de 19,07% para 14,31%, representando redução potencial. Reduções 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 propensão à agregação. 

Por outro lado, os ENXSEQ apresentaram os maiores valores de propensão à agregação em 

alguns casos, como nos VHHs 4IDL e 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 agregação próximos aos dos 

nanocorpos nativos, com algumas variações. Por exemplo, 6GJU teve uma redução discreta de 

22,28% para 18,52%, enquanto 7N0G manteve valores semelhantes (21,11% nos nativos e 

20,95% no ENXSEQ), e o 6RTY apresentou uma redução de -3,59%. Esses resultados sugerem 

que o ENXSEQ preserva em grande parte o comportamento de agregação natural dos VHHs, 

sendo uma opção relevante para manter níveis de agregação semelhantes aos nativos. Essas 

diferenças podem ser explicadas pelas conformações distintas das CDRs nos ENXEST e 

ENXSDR, dado o papel crucial das CDRs na agregação de anticorpos (Sheehan et al., 2024).  

As conformações da CDR3 nos ENXSEQ, caracterizadas pela presença ou ausência de 

curvaturas, podem expor resíduos específicos e favorecer a agregação devido a interações 

intracadeia mais fracas com as regiões FRs. Essas interações envolvem forças de VDW, 

HBOND, interações hidrofóbicas e eletrostáticas (Wang, 2005). As CDRs dos VH/NTZ 

apresentam diversos resíduos hidrofóbicos, incluindo Gly26, Phe27 e Ile29 na H1; Gly55 e 

Tyr56 na H2; e, predominantemente na H3, Gly96, Tyr97, Tyr98, Gly99, Tyr100, Gly101, 

Val102, Tyr103, Ala104, Met105 e Tyr107. Essa composição favorece interações intracadeia 

com os FRs, contribuindo para a maior propensão à agregação nos ENXSEQ. 

A curvatura da H3 no ENXSEQ, aliada às características hidrofóbicas dos resíduos, 

tende a manter os valores de agregação próximos aos nativos. Observamos que a conformação 

da H3 no NTZ influencia mais a agregação nos ENXSEQ do que nos ENXEST, apesar da 

mesma composição de aminoácidos. Isso sugere que a estrutura dos ENXSEQ favorece 

interações intracadeia, resultando em maior agregação. Esses dados indicam que os VHH/NTZ 

geralmente apresentam menor propensão à agregação em comparação aos VHH-IN, 

especialmente quando enxertos como os ENXEST são utilizados. Esses resultados ressaltam a 
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importância de uma seleção criteriosa do tipo de enxerto para otimizar os VHH/NTZ como 

candidatos terapêuticos viáveis.

Figura 34 3 Comparação de Agregação Entre os VHH-IN e o VHH/NTZ



103

4

4



104

4.5.5 Avaliação da Solubilidade

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 conformação das CDRs e a 

estrutura do FR influenciam essas variações. Comparando VHH-IN e VHH/NTZ, os enxertos 

elevaram a solubilidade em 3EZJ, 4M3J, 6RTY e 6GJU. No 5MWN, o valor inicial de 0,582 

aumentou para 0,911 (ENXEST), 0,961 (ENXSDR) e 0,932 (ENXSEQ), sem ultrapassar 1, 

padrão semelhante ao de 8BZY. Em contrapartida, VHH/NTZ mostraram redução em 4IDL, 

7KLW e 8CY6, onde todos os enxertos permaneceram abaixo de 1,1, indicando um leve 

declínio.
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Gráficos elaborados pelo Autor (2024) ilustram o score de solubilidade por resíduo nos nanocorpos antes e 

após os enxertos. As cores representam os diferentes grupos: azul para os NATIVOS, verde para ENXSDR, laranja 

Figura 35 3 Flutuação de Resíduos dos VHHs  Mediante a pH fisiológico (7.4) para Quantificar a Solubilidade
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para ENXEST e roxo para ENXSEQ. O eixo x corresponde à posição dos aminoácidos nos nanocorpos, enquanto 

o eixo y indica o score de solubilidade. Linhas tracejadas marcam o ponto de corte de solubilidade por resíduo: 

scores positivos indicam maior solubilidade, enquanto scores negativos apontam para menor solubilidade. Áreas 

destacadas em azul-púrpura, rosa suave e azul claro representam, respectivamente, as regiões CDRs H1, H2 e H3.

4.5.6 Avaliação de Termoestabilidade

A estabilidade térmica dos VHH é uma característica promissora e desejável em mAbs 

e proteínas terapêuticas (Kunz et al., 2018), por possuir amplo potencial em aplicações 

biotecnológicas. Essa termoestabilidade resulta de milhões de anos de evolução, refletindo a 

adaptação dos organismos produtores a ambientes extremos. Lhamas e alpacas, por exemplo, 

habitam altitudes elevadas nas montanhas da América do Sul, enquanto camelos e dromedários 

enfrentam altas temperaturas e condições áridas em desertos e regiões semiáridas. Essa 

capacidade permite que anticorpos de cadeia pesada resistam a variações de temperatura, 

tornando-os adequados para diversas aplicações em que a termoestabilidade está associada a 

maior sobrevivência sérica. 

Embora o NTZ apresente estabilidade térmica para uso terapêutico, não atinge os níveis 

dos nanocorpos, alguns dos quais resistem a até 100 °C antes da desnaturação (Gómez‐Mulas 

et al., 2024). A combinação da especificidade do Natalizumabe pela subunidade ³4 da integrina 

³4³1 com a termoestabilidade dos nanocorpos é uma estratégia promissora para desenvolver 

macromoléculas mais resistentes a variações extremas de temperatura e pH, viabilizando seu 

uso onde mAbs tradicionais seriam limitados. Além disso, integrar a alta afinidade do NTZ pela 

³4³1 às propriedades termoestáveis dos nanocorpos pode tornar as terapias mais eficazes, 

robustas e acessíveis, especialmente em regiões com infraestrutura limitada para refrigeração.

Estudos desenvolvidos por Turner et al. (2014) e Liu et al. (2015) sugerem que a 

termoestabilidade dos VHHs pode ser aprimorada por mutações específicas em resíduos 

críticos. Assim, avaliamos o impacto das CDRs do VH/NTZ na estabilidade térmica dos VHH 

utilizando o software SCooP. A variação na temperatura de fusão (Tm) dos nanocorpos antes e 

após os enxertos evidencia que as mutações realizadas impactaram diretamente sua estabilidade 

térmica (figura 35). Os VHH/NTZ apresentaram diferenças na Tm em relação aos VHH-IN, 

com variações distintas entre os três tipos de enxertos. Ao comparar os VHHs nativos com 

aqueles contendo enxertos ENXSEQ, ENXEST e ENXSDR, identificamos tanto aumentos 

quanto reduções no Tm.  Os enxertos ENXSDR demonstraram um equilíbrio no aumento e na 

conservação do Tm. Em três nanocorpos (3EZJ, 4IDL e 7N0G), o ENXSDR aumentou o Tm 

em até +3,3 °C, destacando-se como uma modificação eficiente. No caso do 6GJU, houve um 

leve incremento de +0,8 °C, enquanto os VHH/NTZ 4M3J, 7KGJ, 7KLW, 8BZY e 8CY6 
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apresentaram variações inferiores a 0,5 °C, sendo considerados estáveis em relação ao Tm. 

Embora algumas reduções tenham sido observadas, como em 6RTY (-3,8 °C) e 5MWN (-0,9 

°C), esses casos representaram exceções dentro do panorama geral de conservação.

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, 7N0G, 8BZY e 8CY6), foram registradas reduções de até -2,7 °C. Isso 

sugere que o ENXSEQ teve um impacto predominante de redução da termoestabilidade, 

afetando de maneira desigual os VHHs analisados. Já 5MWN e 6RTY apresentaram baixas 

variações de Tm, mas, ainda assim, sofreram reduções.

O ENXSEQ promoveu aumento do Tm em apenas dois VHH/NTZ, enquanto reduziu a 

termoestabilidade em seis dos onze analisados. Essa redução pode estar associada às 

conformações não canônicas da CDRH3. Conforme destacado por Wijma, Floor; Janssen 

(2013), a estabilidade térmica é influenciada por fatores como a rigidez de regiões flexíveis, 

incluindo as CDRs. Adicionalmente, uma segunda ligação dissulfeto, que estabiliza a CDRH3, 

especialmente as de maior comprimento, é essencial para a termoestabilidade (Muyldermans, 

2013; Govaert et al., 2012). Entretanto, fatores estruturais além do enrijecimento promovido 

por essa ligação também desempenham um papel importante na estabilidade térmica (Kunz et 

al., 2018). Proteínas termoestáveis, como os VHHs, apresentam maior tolerância a mutações 

em comparação com proteínas mesoestáveis (Tokuriki; Tawfik, 2009). No entanto, a 

transferência de peptídeos das CDRs do VH/NTZ pode ser crítica para a redução da estabilidade 

térmica, como observado para o ENXSEQ, especialmente na região H3, sobretudo se sua 

conformação for distinta daquela do mAb modelo. 

Os VHHs modificados com ENXEST demonstraram desempenho superior em 

comparação ao ENXSEQ e ENXSDR. Em cinco dos 11 nanocorpos analisados (4IDL, 5MWN, 

6GJU, 7N0G e 8BZY), o Tm aumentou até +2,8 °C, tornando-se o enxerto com maior impacto 

positivo na estabilidade térmica. Nenhum VHH/EST apresentou redução de Tm superior a 1 

°C, sendo as maiores quedas observadas em 3EZJ (-0,6 °C) e 8CY6 (-0,5 °C). Os demais (4M3J, 

6RTY, 7KLW e 7KGJ) mantiveram o Tm estável em relação aos VHH-IN. Esses resultados 

indicam que o ENXEST é promissor, embora seu desempenho possa variar dependendo do 

scaffold. O aumento do Tm nos ENXEST pode estar relacionado à conformação estendida de 

comprimento intermediário da CDRH3 dos VHH/NTZ. Essa hipótese é reforçada pela 

comparação com o ENXSEQ, já que ambos possuem constituição química semelhante, mas a 

conformação distinta da H3 nos VHH/NTZ, o que parece contribuir para a redução observada 

no ENXSEQ. As três estratégias de enxerto impactaram o Tm de forma variável, dependendo 
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do tipo de enxerto e do framework do VHH receptor. Foi observado que a conformação da H3 

tem um papel mais crítico para a estabilidade térmica do que a sinergia entre os aminoácidos 

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), mutações que aumentam a 

termoestabilidade frequentemente se concentram em regiões específicas. No caso dos VHHs 

analisados, a inserção de resíduos estratégicos na CDRH3, especialmente em conformações 

estendidas de tamanho intermediário, mostrou-se eficaz para melhorar a estabilidade térmica 

com o ENXSDR. Enquanto o maior destaque da transferência peptídeos CDR do NTZ cai sobre 

o ENXEST. Por outro lado, o ENXSEQ, associado à conformação H3 curvada, mostrou-se 

menos eficaz e deve ser utilizado com cautela em situações em que a estabilização térmica é 

uma prioridade.

Figura 36  3 Variação da Estabilidade dos VHHs em Função da Temperatura
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valores de ΔG (kcal/mol), e no eixo X, as temperaturas são apresentadas em g

4.5.7 Avaliação de Pontos Fortes e Fracos

A análise da energia livre de enovelamento global (ΔG) foi realiza
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estabilidade e menor ΔG, enquanto valores positivos sugerem instabilidade (De Laet 

Tabela 4 3 Identificação da Estabilidade Estrutural Baseado em Descritores

. 

A comparação entre o ΔG global obtido para os VHH
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ΔG de ASA variando de 

enquanto o ΔG de TOR mudou de 

hidrofóbica. Adicionalmente, nos casos de 6RTY e 7KGJ, o ΔG de TOR mostrou 

nos ΔG de ASA e ΔG de TOR. Para o PDB 3EZJ, o ASA variou de 

(ENXEST), sugerindo um impacto nas interações hidrofóbicas. Já o ΔG TOR variou de 

drasticamente alterada. O ΔG DIS apresentou uma variação de 

TY, o ΔG 

estrutural, avaliadas pela energia livre de enovelamento global (ΔG) e pelos descritores 

conformacionais (DIS, ASA, TOR). O ENXSDR apresentou o menor impacto na ΔG, sugerind
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estrutural (detalhamento no material suplementar H: ΔG por resíduo). Os valores de DIS, ASA 

alterações nos valores de TOR e ASA, resultando em ΔG menos negativos e maior instabilidade 

4.5.8 Avaliação de Humanidade

Qualquer proteína terapêutica desenvolvida para uso em humanos precisa levar em 

consideração uma condição importante: o grau de humanização desses biofármacos. Embora 

existam alguns mAbs comerciais que não são de origem humana, como os murinos (-omab), 

incluindo o blinatumomabe, capromabe e moxetumomabe, a maioria dos mAbs que possuem 

peptídeos não-humanos pode desencadear reações alérgicas e a produção de anticorpos 

antifármacos (Bayer, 2019). Além disso, mAbs não humanos tendem a apresentar meia-vida 

curta e uma ligação fraca ao FcRn humano (Buss et al., 2012).

Os mAbs humanizados são desenvolvidos ao inserir as regiões hipervariáveis 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 humanização é exemplificada no Natalizumabe. Por outro lado, os nanocorpos 

híbridos investigados neste trabalho apresentam uma combinação de FR camelídeas e as CDRs 

murinas. Dessa forma, os VHH/NTZ tendem apresentam um número maior de resíduos 
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divergentes em relação à versão humanizada do fragmento VH/NTZ, o que pode aumentar o 

risco de reações imunogênicas em contextos terapêuticos. 

Entretanto, apesar de originários de camelídeos, os VHHs demonstram baixa 

imunogenicidade em humanos, característica que está diretamente relacionada à sua elevada 

homologia com a família III do gene VH humano (Mitchell; Colwell, 2018; Rossotti et al., 

2022), bem como outros fatores mencionados no item 1.5. Esta similaridade molecular 

intrínseca confere aos VHHs um perfil de compatibilidade imunológica superior aos mAbs 

clássicos, tornando processos adicionais de humanização frequentemente dispensáveis para seu 

uso clínico. Um exemplo é o Ciltacabtagene, terapia CAR-T não humanizada baseada em 

VHH aprovada para o tratamento do mieloma múltiplo (Chekol Abebe et al., 2022). Casos 

como esse destacam a aptidão terapêutica para diversas aplicações biomédicas. 

Para avaliar se os nanocorpos híbridos apresentaram uma redução nos níveis de 

"humanidade", foi utilizada a métrica OASis Identity do Biophi (detalhada na figura 37), que 

analisa a proporção de peptídeos do anticorpo que estão presentes em anticorpos humanos. As 

variações nas métricas de identidade humana entre as VHH/NTZ avaliadas ocorreram de forma 

heterogênea. 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 o 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 clínica. Os ENXEST 

mostraram maior equilíbrio entre identidade e representatividade. As estruturas 7KLW e 8BZY 

apresentaram as maiores métricas de OASis Identity, ambas com 49%, seguidas pelo 7KGJ e 

pelo 7N0G, 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 

próximos aos valores do FabH do Natalizumabe. Portanto, esses resultados demonstram que os 

VHH/NTZ apresentam um equilíbrio variável entre identidade humana e representatividade 

clínica. Enquanto os ENXSDR mantêm as maiores identidades, os ENXEST e os ENXSEQ 

alcançam valores de OASis Percentil mais próximos aos padrões terapêuticos (VH/NTZ), 

reforçando seu potencial aplicabilidade clínica. 
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Figura 37 3 Identidade Humana Obtidas Pelo Biophi para o VHH-IN e os VHH/NTZ
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024), os gráficos expõem o OASis Identity do Biophi para VHH-IN e VHH/NTZ. No eixo X, estão 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 próximo de 1, mais 

humano é o perfil dos peptídeos dos VHHs; quanto mais distante, menos humano. As cores utilizadas nos gráficos são verde petróleo escuro, azul turquesa claro, verde esmeralda 

escuro e verde primavera claro, correspondendo, respectivamente, aos dados dos VHHs NATIVOS, ENXSDR, ENXSEQ e ENXEST.



117

4.6 Seleção dos Complexos VHH/NTZ-α4

A seleção dos melhores complexos foi realizada com base na pontuação DockQ para 

três 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 semiflexível descrita por 

Harrison et al. (2002). Essa abordagem, que considera a flexibilidade das cadeias laterais, 

oferece maior precisão ao modelar interações moleculares em comparação a métodos baseados 

em corpo rígido (Harmalkar; Gray, 2021). 

Embora 24.000 complexos VHH-NTZ/³4 tenham passados por refinamento explícito 

com solvente, não é garantia de posiciona-se nos epítopos esperados. Assim, para validar a 

estratégia e minimizar a seleção de decoys , o re-docking cego e dirigido do domínio VH e 

domínios VH/VL foram realizados, avaliando a capacidade do HADDOCK 2.4 de reproduzir 

poses cristalográficas. Enquanto o re-docking cego gerou quatro complexos VH-VL/³4 e oito 

VH/³4, o docking dirigido produziu 30 e 34 complexos, respectivamente. 

O docking dirigido gerou mais complexos devido às restrições impostas (Raval; 

Ganatra, 2022), concentrando a busca em resíduos específicos da subunidade ³4 que constitui 

o sítio de reconhecimento do NTZ. Em contraste, o docking cego, apesar de produzir menos 

complexos, explorou todo o domínio β-propeller da subunidade ³4, aumentando a 

probabilidade de localização espontânea no sítio de interação (Sunny; Jayaraj, 2022).

Assim, é possível traçar um paralelo com os dados apresentados por Schmitz et al. 

(2013), que indicam que a maior superfície de interação ao antígeno de um Fab clínico apresenta 

dificuldades em acessar epítopos côncavos, como o epítopo B da ³4³1. Essa limitação ocorre, 

em parte, devido ao choque estérico do domínio VL. Por outro lado, os VHH, com suas CDR3 

estendidas de comprimento intermediário a longo, têm maior probabilidade de acessar esses 

epítopos côncavos. Um dos fatores que contribuem para essa vantagem é justamente a ausência 

do domínio VL (Zavrtanik et al., 2018).  

Logo, é valido sugerir que esse comportamento também se aplique ao domínio 

VH/NTZ, situação que explicaria a formação de um número maior de complexos com a 

subunidade ³4 em comparação ao domínio VH/VL. As pontuações atribuídas pelo DockQ aos 

complexos VH/³4, superiores a 0,70, indicam alta qualidade e posicionamento adequado no 

epítopo cristalográficos. Devido à ausência de estruturas resolvidas para os complexos VHH-

 Estruturas biomoleculares computacionais que, embora satisfaçam critérios termodinâmicos e geométricos (ex.: 
baixa energia livre de interação e complementaridade conformacional), simbolizam falsos positivos que falham 
em constituir o estado biológico genuíno posto que podem não condizer às interações biologicamente funcionais.
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NTZ/³4, foi utilizado o complexo artificial (fake) para avaliar as interações e a distribuição 

espacial. A seleção dos melhores complexos foi baseada na métrica DockQ, que combina Fnat, 

LRMS e iRMS em uma escala contínua, na qual valores próximos a 1.0 indicam alta qualidade 

(Basu; Wallner, 2016; Lensink; Wodak, 2013). A tabela 5 ilustra os complexos VHH/NTZ-α4 

que tiveram valores mais próximo de 1,0 Q.

Tabela 5 3 Complexos VHH-NTZ/³4 Selecionados Através do DockQ

Fonte: Os complexos VHH/NTZ-³4 foram selecionados com base na pontuação DockQ (DCQ), conforme análise 

realizada pelo Autor (2025). A nomenclatura adotada inclui: ENXEST (enxerto de estrutura), ENXSEQ (enxerto 

de sequência) e ENXSDR (enxerto de resíduos determinantes de especificidade), representando as diferentes 

estratégias de modelagem molecular empregadas. Cada complexo é identificado pelo código PDB correspondente 

ao nanocorpo no Protein Data Bank, seguido pelo número da pose (NUM) gerada pelo software HADDOCK. O 

critério de seleção principal foi a pontuação DCQ (DockQ), complementada pelo HADDOCK Score (SCH) para 

avaliação 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 proporção de complexos em docking cego (4.5%) em comparação com o ENXSEQ 

(4.2%) e o ENXSDR (1.6%). 

Essa superioridade é atribuída à preservação da conformação cristalizada das CDRs, que 

mantém 100% do formato estrutural, que segundo Yu; Schürpf; Springer, 2013 é essencial para 

a interação NTZ-³4, como pode ser visto na figura 38. Por outro lado, embora os ENXSEQ 

compartilhem os mesmos resíduos CDRs e posições dos ENXEST, apresentam divergências 

conformacionais, especialmente na região H3, em relação ao domínio VH/NTZ. Essa diferença 

pode ter reduzido a quantidade de complexos formados. Enquanto as regiões CDRs H1 e H2 

do ENXSEQ mantêm conformações semelhantes às do VH/NTZ, sua complementaridade 

estrutural é inferior à dos ENXEST. 

PDB
ENXEST ENXSEQ ENXSDR

NUM DCQ 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 - - -

5MWN 193 0.498 -272.30 - - - 249 0.246 -0.246

6GJU 9 0.351 -550.01 172 0.424 -261.50 - -

7KGJ 81 0.498 -502.85 - - - 115 0.282 -0.282

7KLW - - - 88 0.235 -312.56 - - -

7N0G 8 0.490 -519.87 - - - - - -

8BZY - - - - - - - - -

8CY6 - - - - - - - - -
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Os ENXSDR, embora apresentem estrutura semelhante à CDR3 VH/NTZ, mostraram 

eficiência limitada na formação de complexos devido dentre outros fatores a diferenças nos 

resíduos das CDRs em comparação com o VH/NTZ, o que comprometeu sua especificidade 

para a subunidade ³4. Conforme discutido por Hirata et al. (2018), a tridimensionalidade da H3 

é fundamental na interação com antígenos, e os resultados aqui encontrados estão de acordo 

com essa afirmação, pois observou-se que a H3-NTZ é crucial para o reconhecimento da 

subunidade ³4, regulando diretamente sua funcionalidade estrutural e energética. 

 Além disso, notou-se que, no caso do VHH/NTZ, a conformação das CDRs exerce 

maior influência do que as populações de aminoácidos presentes nelas. Contudo, é importante 

ressaltar que, para um mimético <ideal= VHH/NTZ, o equilíbrio entre conformação e 

composição dos aminoácidos deve ser cuidadosamente considerado para otimizar sua interação 

com o antígeno.

3EZJ 5MWN

6GJU

Figura 38 3 Interface dos Melhores Complexos VHH-NTZ/³4 Segundo DockQ
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7KGJ 7N0G

3EZJ 4M3J

6GJU  7KLW
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Fonte: A ilustração gerada no PyMOL pelo Autor (2025) apresenta os complexos VHH-NTZ/³4 com três tipos de 

enxertos sobrepostos ao domínio VH/NTZ de referência, onde um valor de DockQ de 0.23 indica a manutenção 

da especificidade antigênica, confirmando que as características essenciais dos VHH originais foram preservadas 

mesmo após a incorporação das CDRs do NTZ. Na representação, as interfaces dos enxertos estruturais aparecem 

em verde-cana, contrastando com os enxertos de sequência em vermelho e os resíduos determinantes de 

especificidade em roxo, enquanto o antígeno (subunidade ³4 do domínio β-propeller) é exibido em cinza-claro e 

o domínio VH/NTZ em sua conformação cristalizada destaca-se em ciano, proporcionando uma visualização clara 

das interações moleculares e da integridade estrutural dos complexos.

4.7 Construções dos VHH/NTZ para Seleção

Esta seção descreve os parâmetros físico-químicos e biofísicos dos VHH antes e após o 

enxerto, destacando os modelos com melhor desempenho segundo as pontuações DockQ. Os 

complexos corretamente posicionados no sítio de interação da subunidade ³44reconhecido 

3EZJ 5MWN

7KGJ
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pelo VH/NTZ4fornecem bases para etapas futuras. Embora nem todos os VHH/NTZ tenham 

formado complexos aceitáveis, os melhores resultados são detalhados na Seção 4.6. A 

integração desses parâmetros estabelece fundamentos para o desenvolvimento de 

um VHH/NTZ anti-³4 e a otimização de estruturas iniciais.

Os complexos obtidos podem ser refinados in silico para aplicação in vitro, visando 

etapas pré-clínicas e clínicas na mitigação dos efeitos adversos do natalizumabe. As Tabelas 6, 

7 e 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/³4 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 não para todos os nanocorpos.

Tabela 6 3 Métricas Físico-Químicas, Biofísicas e DockQ dos ENXEST
ENXERTO DE ESTRUTURA (ENXEST)

Propriedades DockQ

PDB HMD STR NTV SLD AGO TRM RIDPCT IDD FR H1 H2 H3 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

5MWN 0,077 0,293 E L T E 0,794 0,911 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
7KLW 0,174 0,486 E L T E 0,800 0,876 0,190 68.4 °C 0,023 68.pdb 0.598
7N0G 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 físico-químicas e biofísicas de todos 

os nanocorpos, tanto antes quanto após a estratégia de enxerto. As siglas utilizadas incluem: TRM 

(termoestabilidade), HMD (humanidade), IDD (OASis Identity), PTC (OASis Percentil), SLD (solubilidade), AGO 

(agregação), NTV (natividade), STR (estrutura secundária), H1, H2 e H3 (correspondendo a CDR1, CDR2 e 

CDR3, respectivamente) e FR (Framework). Os estados de estrutura secundária são 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 à região intrinsecamente desordenada (Intrinsically Disordered Region).  Os termos 

ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR correspondem, respectivamente, ao Enxerto Estrutural, Enxerto de Sequência e 

Enxerto de Resíduos 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 3 Métricas Físico-Químicas, Biofísicas e DockQ dos ENXSEQ
ENXERTO DE SEQUÊNCIA (ENXSEQ)

Propriedades DockQ

PDB HMD STR NTV SLD AGO TRM RIDPCT IDD FR H1 H2 H3 ID DCQ
3EZJ 0,125 0,408 E L T E 0,800 1,123 0,179 68.7 °C 0,045 64.pdb 0.406
4IDL 0,007 0,130 E L T E 0,639 1,044 0,157 62.9 °C 0,045 104.pdb 0.330
4M3J 0,087 0,313 E L T E 0,812 1,121 0,175 64.3 °C 0,031 98.pdb 0.469
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5MWN 0,078 0,295 E L T E 0,798 0,932 0,188 67.7 °C 0,025 249.pdb 0.259

6GJU 0,092 0,330 E L T E 0,849 1,151 0,185 62.2 °C 0,025 172.pdb 0.424
6RTY 0,090 0,321 E L T E 0,794 1,163 0,154 67.7 °C 0,028 177.pdb 0.478
7KGJ 0,143 0,443 E L T E 0,818 0,988 0,209 61.5 °C 0,026 - -
7KLW 0,093 0,333 E L T E 0,820 0,746 0,191 69.6 °C 0,025 85.pdb 0.237
8BZY 0,149 0,452 E L T E 0,804 0,913 0,218 65.4 °C 0,025 - -
8CY6 0,045 0,217 E L T E 0,763 1,006 0,187 64.6 °C 0,031 - -

Fonte: As tabelas elaboradas pelo Autor (2024) apresentam as propriedades físico-químicas e biofísicas de todos 

os nanocorpos, tanto antes quanto após a estratégia de enxerto. As siglas utilizadas incluem: TRM 

(termoestabilidade), HMD (humanidade), IDD (OASis Identity), PTC (OASis Percentil), SLD (solubilidade), AGO 

(agregação), NTV (natividade), STR (estrutura secundária), H1, H2 e H3 (correspondendo a CDR1, CDR2 e 

CDR3, respectivamente) e FR (Framework). Os estados de estrutura secundária são 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 à região intrinsecamente desordenada (Intrinsically Disordered Region).  Os termos 

ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR correspondem, respectivamente, ao Enxerto Estrutural, Enxerto de Sequência e 

Enxerto de Resíduos 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 3 Métricas Físico-Químicas, Biofísicas e DockQ dos ENXSDR
ENXERTO DE RESÍDUOS DETERMINANTE DE ESPECIFICIDADE (ENXSDR)

Propriedades DockQ

PDB HMD STR NTV SLD AGO TRM RIDPCT IDD FR H1 H2 H3 ID DCQ
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 73.3 °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 - -

5MWN 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 64.4 °C 0,034 - -
7KGJ 0,172 0,482 E L T E 0,831 0,969 0,194 66.0 °C 0,023 115.pdb 0.282
7KLW 0,169 0,477 E L L E 0,838 0,865 0,196 65.9 °C 0,025 151.pdb 0.232
7N0G 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 0,215 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 físico-químicas e biofísicas de todos 

os nanocorpos, tanto antes quanto após a estratégia de enxerto. As siglas utilizadas incluem: TRM 

(termoestabilidade), HMD (humanidade), IDD (OASis Identity), PTC (OASis Percentil), SLD (solubilidade), AGO 

(agregação), NTV (natividade), STR (estrutura secundária), H1, H2 e H3 (correspondendo a CDR1, CDR2 e 

CDR3, respectivamente) e FR (Framework). Os estados de estrutura secundária são 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 à região intrinsecamente desordenada (Intrinsically Disordered Region).  Os termos 

ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR correspondem, respectivamente, ao Enxerto Estrutural, Enxerto de Sequência e 

Enxerto de Resíduos 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 9 3 Métricas Físico-Químicas e Biofísicas dos NATIVOS
NATIVOS 

Propriedades

PDB HMD STR NTV SLD AGO TRM RIDPCT IDD FR H1 H2 H3
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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5MWN 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
7KLW 0,164 0,473 E L E E 0,796 0,924 0,204 65.9 °C 0,021
7N0G 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 físico-químicas e biofísicas de todos os 

nanocorpos, tanto antes quanto após a estratégia de enxerto. As siglas utilizadas incluem: TRM 

(termoestabilidade), HMD (humanidade), IDD (OASis Identity), PTC (OASis Percentil), SLD (solubilidade), AGO 

(agregação), NTV (natividade), STR (estrutura secundária), H1, H2 e H3 (correspondendo a CDR1, CDR2 e 

CDR3, respectivamente) e FR (Framework). Os estados de estrutura secundária são 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 à região intrinsecamente desordenada (Intrinsically Disordered Region).  Os termos 

ENXEST, ENXSEQ e ENXSDR correspondem, respectivamente, ao Enxerto Estrutural, Enxerto de Sequência e 

Enxerto de Resíduos Determinantes de Especificidade. 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS

afinidade e especificidade pela subunidade ³4 da integrina ³4³1, capaz de antagonizá

O segundo ponto (2) envolve a pontuação DockQ, em que os 

12 modelos selecionados (com menor variação da natividade) manifestaram escores mais 

próximos de 1.0, indicando melhor desempenho na formação dos complexos VHH/NTZ-³4.

Já o terceiro achado (3) diz respeito ao impacto das CDRs do VH/NTZ nas propriedades 

biofísicas e físico-químicas dos VHHs. Essas regiões influenciam de forma distinta o 

comportamento das variantes, dependendo de múltiplos fatores, entre eles: (i) as propriedades 

intrínsecas especificas, (ii) o tipo de enxerto utilizado, (iii) o framework adotado e (iv) as 

características individuais de cada uma das CDRs do VH/NTZ. 

O quarto aspecto (4) destaca o desempenho da estratégia ENXEST, que apresentou 

maior especificidade ao antígeno, além de ganhos sutis em solubilidade, termoestabilidade e 

redução na agregação. Em quinto lugar (5), a estratégia ENXSEQ mostrou avanços expressivos 

em solubilidade e especificidade intermediária, mas com prejuízos relevantes, como 
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desestabilização estrutural (sobretudo na região crítica da CDRH3) e menor estabilidade 

térmica. Ambos os enxertos oferecem benefícios distintos, mas ainda requerem ajustes para 

superarem suas limitações.

O sexto ponto (6) refere-se à estratégia ENXSDR, que se mostrou mais consistente, 

promovendo melhorias integradas em natividade, termoestabilidade, estabilidade estrutural e 

humanidade. Apesar da solubilidade inferior às estratégias SEQ e EST, ainda alguns modelos 

superou os VHH-IN. Esses avanços reforçam seu potencial na criação de VHHs miméticos 

estáveis para o tratamento da EM. No entanto, a baixa formação de complexos com a 

subunidade ³4 indica a necessidade de ajustes para aprimorar a especificidade.

Por fim, o sétimo achado (7) aponta que a transferência direta das CDRs VH/NTZ para 

um scaffold VHH, especialmente quando sua conformação é alterada para o tipo kinked, pode 

comprometer algumas das propriedades intrínsecas dos VHHs, mesmo quando a especificidade 

é preservada. Em contrapartida, a substituição pontual por resíduos-chave (SDRs) mostrou-se 

mais conservadora quanto à manutenção das características originais dos VHHs, ainda que isso 

venha acompanhado de uma redução na especificidade.

6 PERSPECTIVAS E PROJEÇÕES

NTZ/³4, avaliando se os VHH/NTZ selecionados 

NTZ/³4. Além disso, será 

e a especificidade em relação à subunidade ³4.

 Resíduos hotspots são aminoácidos em interfaces de interação molecular que contribuem desproporcionalmente 
para a estabilidade termodinâmica do complexo (ΔG), sendo essenciais para tal. Em anticorpos, concentram-se 
comumente nas CDRs, onde estabelecem interações críticas com o antígeno. Sua mutação, mesmo conservadora, 
pode usualmente reduzir de forma drástica a afinidade, especificidade e estabilidade, definindo-os como núcleos 
funcionais. Em contraste, resíduos não-hotspots têm contribuição energética marginal, atuando em interações 
periféricas ou estruturais, sem impactos expressivos na função. Essa distinção é crucial para engenharia de 
proteínas, direcionando otimizações como maturação de afinidade, estabilidade ou humanização de anticorpos.
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ANEXO A – STATUS CLÍNICO DOS NANOCORPOS
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ANEXO B – LISTA DE CARACTERÍSTICAS EXPERIMENTAIS DO CRISTAL 4IRZ 
CONTENDO DO DOMÍNIO FAB E A SUBUNIDADE �4 DA INTEGRINA �4�1

Dados Experimentais

Dados da 
cristalização

Método Resolução R-Value Free R-Value work R-Value 
Observed

X-Ray 
Diffraction 2.84 Å 0.287 0.287 0.239

Conteúdo de 
macromolécula

Peso total da 
estrutura

Contagem de 
átomos

Contagem de 
resíduos 

modelado

Contagem de 
resíduos 

depositados

Cadeias 
proteicas

114.85 kDa 8.011 1.017 1.029 3

³

³

TNF³ TNF³

³

³
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ANEXO C – LISTA DE DISTÂNCIAS DE INTERAÇÕES DADA PELO RING NO 
ESTADO RELAXADO

ANEXO D – LINHAGEM GERMINATIVA DOS NANOCORPOS (NATIVOS)

ANEXO E – MÉTODOS NUMÉRICOS DO HADDOCK 2.4: ESTÁGIOS, 

ALGORITMOS E FUNÇÕES DE ENERGIA

Interação Distância

Doador-aceitador da ligação de hidrogênio 5.3 Å

Aceitador-H da ligação de hidrogênio 3.3 Å

Ligação iônica 4.5 Å
Ligações dissulfetos 3 Å

Centro de doador π-hidrogênio 5 Å

Ligação π- π stacking 7.3 Å
Ligação de Van Der Waals 0.03 Å

Ligação π-cátion 6.7 Å
Coordenação de ion metal 4 Å

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

5MWN 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
7KLW Humano IGHV3-66*01 0.76 IGHJ4*01 0.79
7N0G 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
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APÊNDICE A – GRÁFICO DE RAMACHANDRAN GERADOS PARA OS VHH QUE 
RECEBERAM O ENXERTO DE SEQUÊNCIA

Fonte: O gráfico de Ramachandran, gerado pelo Autor em 2024 utilizando o software MolProbity (Chen et al., 

2010), apresenta os ângulos de torção φ (phi) e Ë (psi) das ligações peptídicas em proteínas. Este gráfico é uma 

ferramenta importante para avaliar a conformação estrutural das proteínas, permitindo identificar regiões 

permitidas e proibidas para os resíduos de aminoácidos, o que auxilia na validação e no refinamento de modelos 

estruturais.
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APÊNDICE B – MATRIZ DE CONTATO ENTRE O DOMÍNIO VH/NTZ E A 
SUBUNIDADE �4 DA INTEGRINA �4�1

Fonte: Gráficos elaborados pelo Autor (2024), com o auxílio do software RING 4.0 (Del Conte et al., 2024), que 

apresentam a matriz de contato entre os resíduos da interface do complexo VH/NTZ e a subunidade ³4. O gráfico 
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destaca todas as interações presentes no complexo, incluindo ligações de hidrogênio, interações de Van der Waals, 

ligações iônicas, ligações dissulfeto, além de interações π-cátion e π-π-Stack.

APÊNDICE C – COMRPIMENTO DE SEQUÊNCIA DOS VHH-IN E VHH/SDR

Fonte: Gráficos elaborados pelo Autor (2024), com o auxílio 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.

APÊNDICE D – FREQUÊNCIAS DE MUTAÇÕES DOS VHH-IN E DOS VHH/NTZ

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

a taxa de mutação nas regiões CDR1, CDR2, CDR3 e FR. Esses gráficos comparam os grupos NATIVOS, 
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ENXSDR, ENXSEQ e ENXEST. No eixo Y, estão representados os 20 aminoácidos, enquanto o eixo X indica as 

posições específicas dos aminoácidos nas sequências analisadas.

APÊNDICE E – COMPREENSÃO DA SIMILIARIDADE DOS ENXSEQ PARA 
RAIOS X E ESPECTROSCOPIA DE RMN

Fonte: Gráficos elaborados pelo Autor (2024), com auxílio do ProSA3 (Wiederstein; Sippl, 2007), permitem 

comparar a estrutura teórica predita com um banco de dados de proteínas validadas experimentalmente, avaliando 
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a proximidade do modelo teórico em relação aos dados experimentais. A cor azul claro representa os dados 

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

APÊNDICE F – FLUTUAÇÃO DE RESÍDUOS PARA O POTENCIAL DE 
AGREGAÇÃO DOS VHH-IN E DOS ENXNTZ

Fonte: O gráfico apresentado por Autor (2024) ilustra a flutuação dos resíduos em relação ao potencial de 

agregação, comparando os resíduos nativos, representados em verde-azulado escuro, com os resíduos enxertados, 

indicados pelas cores azul real (ENXSDR), azul ciano fluorescente (ENSEQ) e azul médio escuro (ENXEST). A 
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análise foi realizada com a ferramenta AggreProt (Planas-Iglesias et al., 2024), que classifica resíduos com valores 

superiores a 0,25 como indicativos de potencial de agregação, evidenciando regiões críticas para investigações 

estruturais e funcionais. As regiões correspondentes às CDRs estão destacadas em azul elétrico intenso (H1), verde 

fluorescente brilhante (H2) e laranja dourado (H3). O eixo y representa o score calculado pelo AggreProt, enquanto 

o eixo x indica a posição dos resíduos.

APÊNDICE G – PROBABILIDADE DE ESTRUTURA SECUNDÁRIA PARA O 

DOMÍNIO VH/NTZ

Fonte: Gráfico que apresenta as populações de estruturas secundárias de uma proteína e destaca a probabilidade 

de ocorrência dessas estruturas em diferentes regiões do domínio VH/NTZ. No eixo Y (lado esquerdo), são 

exibidos os oito tipos de estrutura secundária classificados, enquanto no eixo X estão as posições dos resíduos de 

aminoácidos que compõem o domínio VH/NTZ. Já no eixo Z (lado direito), é representada uma escala de calor 

indicando a probabilidade de 0% a 100% para cada tipo de estrutura secundária. Regiões em vermelho refletem 

maior probabilidade (próximo a 100%) de adotar uma estrutura específica, enquanto áreas em azul indicam baixa 

probabilidade de formação dessa estrutura.

APÊNDICE H – COMPARAÇÃO DA SOLUBILIDADE ENTRE OS VHH-IN E O 
VHH/NTZ
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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 é a pontuação, o que sugere uma menor solubilidade dos 

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

APÊNDICE I – IMPACTO GLOBAL DAS IDRS DOS VHH-IN COMPARADO COM 
OS VHH/NTZ

PDB TIPO Score Nativo Score Enxerto Delta (Δ) Impacto

3EZJ ENXEST
0,03298

0,02993 -0,00305 Reduziu
3EZJ ENXSDR 0,03108 -0,00190 Reduziu
3EZJ ENXSEQ 0,04503 +0,01205 Aumentou
4IDL ENXEST

0,05040
0,03895 -0,01145 Reduziu

4IDL ENXSDR 0,03610 -0,01429 Reduziu 
4IDL 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

5MWN ENXEST
0,04269

0,03276 -0,00993 Reduziu
5MWN ENXSDR 0,04577 +0,00308 Aumentou
5MWN ENXSEQ 0,03485 -0,00784 Reduziu
6GJU ENXEST

0,03736
0,03064 -0,00672 Reduziu

6GJU ENXSDR 0,03264 -0,00472 Reduziu
6GJU ENXSEQ 0,02527 -0,01209 Reduziu
6RTY ENXEST

0,03072
0,03349 +0,00277 Aumentou

6RTY ENXSDR 0,03320 +0,00248 Aumentou
6RTY ENXSEQ 0,02688 -0,00384 Reduziu
7KGJ ENXEST

0,03549
0,02939 -0,00610 Reduziu

7KGJ ENXSDR 0,03319 -0,00230 Reduziu
7KGJ ENXSEQ 0,03461 -0,00088 Reduziu
7KLW ENXEST

0,04536
0,02948 -0,01588 Reduziu

7KLW ENXSDR 0,03313 -0,01223 Reduziu
7KLW ENXSEQ 0,03242 -0,01294 Reduziu
7N0G ENXEST

0,04292
0,03429 -0,00863 Reduziu

7N0G ENXSDR 0,03557 -0,00735 Reduziu
7N0G ENXSEQ 0,04012 -0,00280 Reduziu
8BZY ENXEST

0,03080
0,03003 -0,00077 Reduziu

8BZY ENXSDR 0,02730 -0,00350 Reduziu
8BZY ENXSEQ 0,02755 -0,00325 Reduziu
8CY6 ENXEST

0,04481
0,02993 -0,01488 Reduziu

8CY6 ENXSDR 0,04013 -0,00468 Reduziu
8CY6 ENXSEQ 0,03156 -0,01325 Reduziu

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025)
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A
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B
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C
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Fonte: Gráficos elaborados pelo Autor (2024) apresentando as energias de enovelamento por resíduo (ΔĂ), 

calculadas pelo SWOTein com base nos descritores ASA, TOR e DIS. Em A, são exibidos os resultados para os 

nanocorpos iniciais (VHH-IN), enquanto B, C e D mostram, respectivamente, os valores para os nanocorpos 

modificados ENXSDR, ENXSEQ e ENXEST (VHH/NTZ).

D
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APÊNDICE K – QUALIDADE DO MODELO POR RESÍDUOS OBTIDOS PELO QMENDISCO PARA OS VHH-IN 
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Fonte: Os gráficos apresentados por Autor (2024) mostram as flutuações dos scores atribuídos a cada resíduo de aminoácido nos VHH-IN. As regiões destacadas em azul escuro, 

verde claro e laranja indicam, respectivamente, contribuições de alta predição (>0,8), predição intermediária (>0,7 e f0,8) e baixa predição (f0,7), refletindo a qualidade de 

cada resíduo em relação ao modelo. O eixo Y exibe os scores atribuídos pelo QMEANDisCo, variando de 0,0 a 1,0, enquanto o eixo X representa a posição dos aminoácidos.
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APÊNDICE L – ESTRUTURAS 3D DOS 11 VHH-IN (INICIAIS/NATIVOS) OBTIDOS 
MEDIANTE AO PROCESSO DE TRIAGEM
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