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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

ESTUDO DA INTERAÇÃO MOLECULAR DO ANTICORPO 19CC6CG2 COM O ANTÍGENO 

HBSAG POR MÉTODOS COMPUTACIONAIS 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS 

 

Artur Hermano Sampaio Dias 

A hepatite B é um problema de saúde global: só no ano de 2015 foram quase 900 mil 

óbitos decorrentes de complicações relacionadas à infecção com o vírus HBV. No 

Brasil, a situação também é grave: no ano de 2000 até o ano de 2015 o número de 

óbitos atingiu 13 mil. O diagnóstico da doença e o tratamento dos pacientes crônicos 

podem ser feitos através do uso de imunoglobulinas que tem afinidade pelo antígeno 

de superfície do vírus, HBsAg. Portanto, estratégias que busquem diminuir os custos 

de produção de imunoglobulinas anti-HBsAg ou aumentar sua afinidade frente a este 

antígeno são desejáveis em âmbitos nacional e global. O estudo de biomoléculas 

através de técnicas computacionais tem produzido bons resultados, capazes de 

orientar estudos experimentais, economizando tempo e recursos e, frequentemente, 

resolvendo problemas biológicos. Dentre estas técnicas computacionais, destaca-se 

o cálculo de energia livre. A aplicação do cálculo de energia livre a complexos 

anticorpo-antígeno pode fornecer informações detalhadas sobre a afinidade do 

anticorpo frente ao antígeno. Neste trabalho, estudamos a interação do anticorpo 

19CC6CG2, desenvolvido no Laboratório de Tecnologia de Anticorpos Monoclonais 

de Bio-Manguinhos, com o HBsAg através de duas técnicas de cálculo de energia 

livre: MM-PBSA e Adaptive Biasing Force. Embora a primeira técnica tenha fornecido 

um valor de ΔG de ligação de -12 kcal/mol, a análise mais robusta através do segundo 

método mostrou um ΔG de dissociação de -7,6 kcal/mol. Adicionalmente, foram 

propostas mutações na estrutura do anticorpo visando ao aumento da sua afinidade 

pelo antígeno. O anticorpo mutante foi então modelado in silico e a sua afinidade frente 

ao HBsAg foi mensurada através da técnica de ABF. Resultados preliminares 

mostraram um valor de ΔG de ligação de -4,2 kcal/mol. As mutações na estrutura do 

anticorpo favoreceram a formação de ligações hidrogênio e pontes salinas 

intermoleculares mais estáveis nas simulações de dinâmica molecular. No entanto, 

simulações mais longas e/ou o aumento da dimensionalidade do espaço através de 

variáveis coletivas no cálculo de ABF, podem melhorar a convergência do método, 

tornando evidente se as mutações aqui propostas são favoráveis à afinidade do 

anticorpo 19CC6CG2 contra o HBsAg. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

MOLECULAR INTERACTION BETWEEN THE 19CC6CG2 ANTIBODY AND HBSAG ANTIGEN 

STUDIED USING COMPUTATIONAL METHODS 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN COMPUTATION AND SYSTEMS BIOLOGY 

 

Artur Hermano Sampaio Dias 

Hepatitis B is a global health problem: only in 2015 there were almost 900 thousand deaths 

caused by complications related to HBV infection. In Brazil, the situation is also serious: from 

year 2000 to 2015 the number of deaths reached 13 thousand. Diagnosis of the disease and 

treatment of chronic patients can be done using immunoglobulins that have affinity for the virus 

surface antigen, HBsAg. Therefore, strategies that seek either to decrease the production 

costs of anti-HBsAg immunoglobulins or to increase their affinity against this antigen are 

desirable at national and global levels. The study of biomolecules through computational 

techniques has produced good results, capable of guiding experimental studies, saving time 

and resources, and often solving biological problems. Among these computational techniques, 

the free energy calculation stands out. The application of the free energy calculation to 

antibody-antigen complexes can provide detailed information on the affinity of the antibody 

against the antigen. In this work, we studied the interaction of the 19CC6CG2 antibody, which 

was developed in the Bio-Manguinhos Monoclonal Antibody Technology Laboratory, against 

HBsAg through two free energy calculation techniques: MM-PBSA and Adaptive Biasing 

Force. Although the first technique provided a ΔG binding value of -12 kcal/mol, the more 

robust analysis through the second method showed a dissociation ΔG of -7,6 kcal/mol. In 

addition, mutations were proposed in the structure of the antibody aiming to increase its affinity 

for the antigen. The mutant antibody was then modeled in silico and its affinity against HBsAg 

was measured through the ABF technique. Preliminary results showed a binding ΔG value of 

-4,2 kcal/mol. Mutations in the structure of the antibody favored the formation of hydrogen 

bonds and intermolecular salt bridges which were more stable in molecular dynamics 

simulations. However, longer simulations and/or increased dimensionality of space through 

collective variables in the ABF calculation can improve the convergence of the method, making 

it evident whether the mutations proposed herein are favorable to the affinity of the 19CC6CG2 

antibody against HBsAg.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Hepatite B 

A hepatite B é uma infecção, causada pelo vírus HBV, que ataca o fígado e é 

transmitida através do contato com sangue ou esperma de pessoas infectadas. 

Apesar de poder ser assintomática, o indivíduo infectado pelo HBV pode apresentar 

sintomas como febre, icterícia, dor no corpo, colúria, náuseas, vômito e perda de 

apetite (1). 

Entre as hepatites, a do tipo B é a segunda mais letal no Brasil: de 2000 a 2015, 

foram mais de 13.200 óbitos decorrentes da infecção com o vírus (Figura 1.1). Desde 

1999, quando se iniciou a notificação compulsória da hepatite B no Brasil, até 2016, 

foram notificados 212.031 casos dessa virose no País (2). O quadro é ainda mais 

crítico a nível global: só em 2015 cerca de 887.000 pessoas morreram devido a 

complicações relacionadas à hepatite B, e atualmente estima-se que 257 milhões de 

pessoas vivam com a infecção no mundo, segundo a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) (3). 

 

 

Figura 1.1 - Coeficiente de mortalidade por hepatite B segundo região de 
residência e ano do óbito no Brasil, de 2000 a 2015 (Fonte: Ministério da Saúde, 

2016). 
 
 

Cerca de 20% dos casos de hepatite B evoluem para um quadro crônico. A 

forma crônica dessa doença em um grande número de casos evolui para cirrose, o 

que aumenta a mortalidade e o risco de hepatocarcinoma. Quadros mais graves 
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podem levar à necessidade de um transplante hepático (4). Quando nesse estado, o 

paciente é tratado com imunossupressores e, portanto, encontra-se sensível à 

recidiva do vírus, que ocorre em cerca de 80% dos pacientes transplantados (5). Então 

é necessária a administração de medicamentos que neutralizem as partículas virais 

ainda presentes em seu corpo (6), de forma a evitar nova proliferação do vírus. 

Nesses casos, o tratamento usual é feito através da administração de 

interferon-alfa (IFN-α), IFN-α peguilado e análogos de nucleosídeos e de nucleotídeos 

(tenofovir, entecavir, lamivudina e adefovir, por exemplo). Contudo, o tratamento com 

interferons mostra-se eficaz em apenas um terço dos pacientes, com uma série de 

efeitos colaterais, tais como fadiga, anorexia, depressão, alopecia, leucopenia e 

plaquetopenia. Da mesma forma, os análogos de nucleotídeos e de nucleosídeos 

atuam apenas na fase tardia da multiplicação do HBV – a síntese de DNA –, portanto, 

apesar de reduzirem consideravelmente a viremia, eles negligenciam a transcrição de 

RNA viral e a tradução de proteínas virais, levando à baixa soroconversão e não-

redução das taxas sanguíneas do antígeno de superfície do HBV - HBsAg (7,8).  

Portanto, uma alternativa viável é o uso de imunoglobulinas que reconheçam e 

neutralizem as partículas virais ainda presentes no corpo do paciente. 

Imunoglobulinas que reconheçam e liguem-se às partículas virais mediante o 

reconhecimento do HBsAg e levem à formação de imunocomplexos e à sua 

subsequente remoção da corrente sanguínea são potenciais ferramentas para a 

diminuição dos títulos sanguíneos do HBsAg, seguida pela produção de anticorpos 

anti-HB, levando à soroconversão que é considerada como a recuperação da infecção 

viral (8). 

1.2 HBV – O Vírus da Hepatite B 

O HBV, também chamado de “partícula de Dane” é um vírus envelopado de 

aproximadamente 44 nm de diâmetro cujo capsídeo tem a forma de um icosaedro. No 

interior do seu capsídeo encontra-se o material genético: 3.200 pares de bases de 

DNA parcialmente dupla-fita em cuja extremidade 5’ está ligada covalentemente a sua 

DNA polimerase (9).  

O seu genoma contém regiões codificantes para as proteínas virais de 

superfície, a saber: regiões S, pré-S1 e pré-S2 (Figura 1.2). As três regiões juntas 

codificam a proteína de superfície L (do inglês “large”); mas quando apenas as regiões 

pré-S2 e S são transcritas e traduzidas, o resultado é a proteína M (do inglês 
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“medium”). Por sua vez, a região S sozinha codifica a proteína S (do inglês “small”), 

que é responsável por 95% das proteínas que compõem o que se chama HBsAg (10). 

 

 

Figura 1.2 - Representação do HBV (Adaptado de https://drug-dev.com). 
 

A proteína S do HBsAg é composta por quatro hélices transmembrana que 

estão envolvidas na integração da proteína com a membrana do retículo 

endoplasmático (Figura 1.3). A proteína S também é rica em voltas – regiões sem 

estruturação secundária – e estas regiões são responsáveis pela sua antigenicidade. 

Em sua estrutura, existe uma região exposta à matriz extracelular chamada MHR (do 

inglês “Major Hydrophilic Region”, Maior Região Hidrofílica), a qual compreende os 

resíduos 99 a 160 e é responsável pela ativação da resposta imune humoral. Nesta 

região se encontram os resíduos 121 a 147, que correspondem ao “determinante a”, 

uma região extremamente conservada do HBsAg à qual comumente se ligam 

anticorpos neutralizantes do HBV (11). 

A proteína S media a primeira etapa do ciclo de infecção celular pelo HBV: o 

domínio S permite a adesão do vírion aos proteoglicanos de heparam sulfato da 

superfície celular, que são chamados de “receptores de baixa afinidade”. Esta etapa 

inicial expõe o domínio pré-S1 da proteína L para que interaja com o chamado 

“receptor de alta afinidade”, o polipeptídio cotransportador de taurocolato de sódio. A 
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infecção celular então tem início com a penetração do vírus na célula iniciada por 

estas duas etapas. Portanto, anticorpos que tenham afinidade pelas regiões S ou pré-

S1 podem ser utilizados para neutralizar a infecção pelo HBV (12–14). 

 

 

Figura 1.3 - Estrutura teórica da proteína S do HBsAg, com destaque para sua 
topologia transmembrana e o seu determinante "a". As regiões que atravessam 

a membrana do Retículo Endoplasmático (ER) estão mostradas como α-hélices 
vermelhas à esquerda e cilindros à direita (Fonte: adaptado de Rezaee e 

colaboradores, 2016). 
 

Adicionalmente, Kil Lyong Kim e colaboradores (15) conduziram um estudo de 

mapeamento de epítopos de uma imunoglobulina anti-HBV comercialmente 

disponível na Coreia do Sul e chegaram à conclusão de que esse preparado de 

anticorpos exerce o efeito neutralizante através unicamente do reconhecimento da 

região S do HBsAg. Porém, os mesmos autores reconhecem que nos casos de falha 

da imunoglobulina anti-HBV (quando a administração do preparado de anticorpos 

comerciais não concede imunização passiva contra a infecção com HBV), pode ser 

necessário suplementar esse produto com anticorpos específicos contra as regiões 

pré-S1 e pré-S2 para aumentar a potência antiviral do tratamento. 
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1.3 Anticorpos 

Anticorpos ou imunoglobulinas são proteínas circulantes produzidas por 

vertebrados em resposta à exposição a antígenos e apresentam grande diversidade 

e especificidade pelos seus alvos moleculares. São os principais mediadores da 

resposta imune humoral contra todas as classes de microrganismos. Todos os 

anticorpos apresentam a mesma estrutura geral básica, mas também apresentam 

enorme variabilidade na sua porção de ligação ao antígeno específico para o qual 

foram produzidos (16).  

A estrutura geral de um anticorpo (Figura 1.4) é composta por duas cadeias 

leves idênticas e duas cadeias pesadas idênticas que se associam através de pontes 

de dissulfeto. Cada uma dessas cadeias apresenta uma composição de aminoácidos 

bastante diversa em sua porção N-terminal, chamada de região variável. A junção das 

regiões variáveis das cadeias leve e pesada (VL e VH, respectivamente) cria o sítio de 

ligação do anticorpo ao antígeno, sítio esse que é definido por resíduos de 

aminoácidos específicos em Regiões Determinantes de Complementaridade (CDRs, 

do inglês “Complementarity Determining Region”). Já as porções C-terminais de cada 

cadeia pesada interagem com outras moléculas e células do sistema imune através 

da porção Fc do anticorpo, mediando assim a função efetora dessas biomoléculas 

(16). 

 

Figura 1.4 - Estrutura básica de um anticorpo (Fonte: adaptado de Ferreira, 
2017). 
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A alta especificidade e afinidade de ligação dos anticorpos os qualifica como 

insumos biotecnológicos e terapêuticos que podem ser usados no tratamento de 

diversas doenças (17). De fato, as imunoglobulinas são a classe de agentes 

terapêuticos que mais vêm crescendo nas últimas décadas (18).  A estrutura básica 

dos anticorpos é conservada na natureza, e a sua especificidade e afinidade são 

definidas principalmente por seis voltas em suas cadeias variáveis da sua porção Fab 

– onde localizam-se os CDRs –, portanto é possível engenheirar essas regiões dos 

anticorpos sem, no entanto, desestabilizar a sua estrutura (19). 

Desde a descoberta da tecnologia de produção de anticorpos monoclonais em 

1975 através do uso de hibridomas (20), várias estratégias têm sido utilizadas para 

engenheirar anticorpos, de forma a melhorar propriedades desejáveis dessas 

moléculas ou neutralizar propriedades desvantajosas (21). Assim, tem sido comum a 

engenharia de anticorpos com o intuito de aumentar a sua afinidade pelo antígeno, 

diminuir a sua resposta imunogênica e aumentar sua estabilidade, por exemplo (22). 

Segundo estudos recentes, 40% dos anticorpos monoclonais em testes clínicos são 

ou estão sendo engenheirados (23). 

Uma das áreas de maior interesse dentro da engenharia de anticorpos é o 

controle fino da afinidade dessas moléculas: através de modificações (mutações) em 

resíduos de aminoácidos em sua estrutura – comumente nos CDRs – é possível 

aumentar ou reduzir sua afinidade pelo antígeno-alvo. O aumento da afinidade de um 

anticorpo usado como biofármaco melhora o seu efeito terapêutico e pode levar à 

redução da dose efetiva de administração, consequentemente reduzindo efeitos 

colaterais e o custo do tratamento (24). 

Atualmente a profilaxia pós-exposição com imunoglobulinas anti-HBV usa a 

HBIg - Imunoglobulina Humana Específica Anti-Hepatite B - um anticorpo que se liga 

ao HBsAg e é comercialmente conhecido pelos nomes Hepagam B, HyperHEP S/D 

ou Nabi-HB (4). Porém seu uso ainda levanta questões sobre a sua baixa atividade 

específica e baixa disponibilidade (25). Além disso, a HBIg tem alto custo, pois é 

derivada do sangue de indivíduos hiperimunizados com a vacina anti-HBV, o que a 

torna inacessível para países e regiões com poucos recursos financeiros; além disso, 

seu uso levanta questões de biossegurança, por se tratar de um produto originado de 

sangue humano que pode ser contaminado com patógenos humanos. Uma alternativa 

viável à HBIg seria o uso de anticorpos monoclonais anti-HBV geneticamente 
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engenheirados com alta afinidade pelo determinante “a” capazes de neutralizar as 

partículas virais no corpo do paciente (8,26). 

O Laboratório de Tecnologia de Anticorpos Monoclonais da Fundação Bio-

Manguinhos desenvolveu diversos clones de anticorpos monoclonais contra o HBsAg 

através da imunização subcutânea de camundongos BALB/C com partículas do 

antígeno, obtidas através do plasma de pacientes infectados com o vírus. Entre eles, 

um dos que apresentou maiores níveis de reatividade em testes de imunoadsorção 

enzimática (ELISA em inglês, para Ezyme-Linked Immunosorbent Assay) contra o 

HBsAg nativo, alquilado ou reduzido e alquilado foi o clone 19CC6CG2 (27). Portanto, 

esse clone seria um candidato interessante à engenharia de anticorpos visando à 

criação de uma alternativa terapêutica à HBIg. 

Atualmente diversas técnicas de engenharia de anticorpos com o propósito de 

aumentar sua afinidade estão disponíveis, incluindo métodos in vivo que usam o 

sistema imune de mamíferos e também manipulação gênica (28,29). Contudo, essas 

técnicas muitas vezes são custosas e demandam muito tempo (30). Portanto, 

métodos que sejam capazes de gerar resultados acurados com baixo custo e em 

tempos menores são desejáveis, e neste contexto se encaixam as técnicas in silico 

de simulação da interação entre biomoléculas.   

Neste contexto, a crescente produção científica acerca das interações 

anticorpos-antígenos, assim como o progressivo entendimento sobre a estrutura e 

dinâmica dessas proteínas pode ajudar no planejamento e desenvolvimento de 

anticorpos engenheirados. Adicionalmente, o entendimento das propriedades físico-

químicas dos resíduos de aminoácidos da interface anticorpo-antígeno e o uso de 

cálculos computacionais que monitorem a formação e a extinção de interações 

intermoleculares mediante o reconhecimento do antígeno pelo anticorpo são 

essenciais para a engenharia de anticorpos moderna (31). 

1.4 Dinâmica Molecular e Cálculo de Energia Livre 

1.4.1 Dinâmica Molecular 

 

Segundo a União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC, do inglês 

International Union of Pure and Applied Chemistry), a Dinâmica Molecular é “um 

procedimento de simulação que consiste na computação do movimento dos átomos 
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em uma molécula ou de átomos individuais ou moléculas em sólidos, líquidos e gases, 

de acordo com as leis de movimento de Newton”(32). Sabe-se que tanto a sequência 

de aminoácidos de uma proteína quanto sua estrutura tridimensional são diretamente 

relacionados à sua função; então, sendo a estrutura proteica flexível em menor ou 

maior grau, pode-se dizer que a compreensão do movimento dos átomos de uma 

proteína ao longo do tempo é fundamental para entender sua função. Portanto, a 

Dinâmica Molecular é uma técnica computacional robusta usada para o cálculo e 

previsão do comportamento temporal de moléculas em um meio (33). 

Para que uma simulação computacional represente de forma acurada o 

comportamento biofísico de um sistema, é necessário trabalhar com funções 

matemáticas que descrevam a sua energia potencial de forma a reproduzir os 

fenômenos e interações intra e intermoleculares desse sistema. O conjunto de 

funções de energia potencial (Figura 1.5) e parâmetros calibrados a partir de dados 

experimentais e cálculos quânticos chama-se campo de força (34). 

 

 

Figura 1.5 – Representação matemática de um Campo de Força Clássico 
(Fonte: Adaptado de Durrant e McCammon, 2011). 

 

O primeiro termo do lado direito da equação da Figura 1.5 é um potencial ligado 

que trata do comprimento das ligações químicas da molécula simulada como um 

sistema massa-mola que obedece à Lei de Hooke. De forma semelhante, o segundo 

termo trata os ângulos de ligação da molécula, também através da Lei de Hooke. O 

terceiro termo também é um potencial ligado, mas trata da rotação de ligações 

químicas que separam dois planos: esse ângulo torcional é computado através de um 

potencial descrito por funções harmônicas. Os dois últimos termos tratam de 

potenciais não-ligados, ou seja, potenciais referentes a interações de átomos que não 

estabelecem entre si ligações químicas. O quarto termo é equivalente ao potencial de  
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Lennard-Jones, que descreve as interações de Van der Waals – interações atrativas 

a curto alcance e repulsivas a curtíssimo alcance. Finalmente, o último termo faz 

referência ao potencial de Coulomb, que descreve as interações eletrostáticas, de 

longo alcance (35). 

 

                     𝐹𝑖 =  
𝑑2𝑥𝑖

𝑑𝑡2 𝑚𝑖 ≅  
∆𝑣𝑖

∆𝑡
𝑚𝑖 = < 𝑎𝑖 > 𝑚𝑖                                (1)

   

Quando se define o campo de força a ser usado em uma simulação, é possível 

calcular as forças que atuam sobre cada átomo “i” do sistema, calculando-se o 

gradiente da energia potencial, fornecida pelo campo de força, em relação às posições 

desses átomos. De posse da força e da massa de cada átomo, é possível obter 

diretamente a sua aceleração. A partir desta, integrando-se as equações de 

movimento, pode-se obter as velocidades, cuja integral, por sua vez, proporciona as 

novas posições dos átomos. Com as novas posições e velocidades de cada átomo, 

obtêm-se as energias potencial e cinética do sistema. Assim, de posse da massa, m, 

e dos vetores posição e aceleração – x e a, respectivamente – da partícula i, é 

possível, através da resolução numérica da Segunda Lei de Newton (Equação 1) 

sucessivas vezes ao longo do tempo de simulação, obter um perfil da energia do 

sistema e descrever a trajetória de todos os seus átomos (35). 

A engenharia de proteínas usa métodos computacionais como a dinâmica 

molecular para estudar detalhes atomísticos de sistemas proteicos, como fármaco-

receptor ou antígeno-anticorpo. Diversos métodos computacionais têm sido 

empregados com êxito no estudo molecular de problemas biológicos (36–43). Essa 

estratégia tem a vantagem de fornecer resultados bons, com baixo custo operacional 

e frequentemente de forma mais rápida que métodos experimentais. Dentre os 

métodos computacionais, destaca-se o cálculo de energia livre (ΔG) de ligação, que 

tem sido empregado para modulação da afinidade de biomoléculas, como 

demonstrado por Paloni e Chong, por exemplo (43,44). 

A energia livre de ligação é a variável termodinâmica que reflete a tendência 

de duas moléculas se associarem espontaneamente (45). Ao longo dos anos, diversos 

métodos computacionais para calcular o ΔG de ligação foram propostos, incluindo 

Perturbação de Energia Livre (FEP) (46), Dinâmica Molecular Guiada (47) e Umbrella 

Sampling (48). No entanto, o cálculo do ΔG da interação entre duas proteínas continua 

sendo uma tarefa árdua (49) devido principalmente à complexidade inerente da 
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associação proteica advinda do grande número de interações possíveis entre cadeias 

laterais na interface das duas proteínas (45). Uma das alternativas 

computacionalmente simples para o cálculo da energia livre de ligação é o método de 

Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area (50). 

1.4.2 Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area 

Um dos métodos computacionais mais frequentemente empregados no cálculo 

da energia livre de ligação – e consequentemente da afinidade – entre duas moléculas 

é o método de Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area (MM-PBSA) 

(50). Esse método já foi aplicado em dezenas de estudos de sistemas biológicos, com 

bons resultados para a avaliação de modos de ligação de fármacos aos seus 

receptores, para a determinação da estabilidade estrutural de macromoléculas e para 

a predição de hot-spots no estudo da afinidade entre moléculas (51–57). 
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Figura 1.6 - Ciclo termodinâmico para a associação entre uma proteína e uma 
molécula pequena. 

  

 Como a energia livre de Gibbs é uma função de estado do sistema, é possível 

descrever sua variação através de um ciclo termodinâmico (Figura 1.6), cujo ΔGtotal = 

0. Assim, através da decomposição da energia livre e de uma aritmética simples entre 

as “contribuições energéticas” individuais, é possível estimar a energia livre de ligação 

entre duas moléculas, sejam elas um fármaco e seu receptor proteico ou um antígeno 

e um anticorpo. O valor de ΔG de ligação em solução então assume o valor: 

 

∆𝑮𝒍𝒊𝒈 = ∆𝑬𝑴𝑴 + (∆𝑮𝒔𝒐𝒍𝒗
𝒄𝒐𝒎𝒑𝒍𝒆𝒙𝒐

− ∆𝑮𝒔𝒐𝒍𝒗
𝒓𝒆𝒄𝒆𝒑𝒕𝒐𝒓

−  ∆𝑮𝒔𝒐𝒍𝒗
𝒍𝒊𝒈𝒂𝒏𝒕𝒆

) − 𝑻∆𝑺𝒄𝒐𝒏𝒇𝒊𝒈      (2) 

 



 12 

A componente ΔEMM da Equação 2 faz referência à contribuição energética da 

associação das moléculas na fase gasosa e é obtida através do campo de força usado 

na simulação da dinâmica molecular. Nela estão inclusas as energias referentes aos 

comprimentos, ângulos e torções de ligações, assim como as interações eletrostáticas 

e de Van der Waals. Como os processos biológicos devem acontecer em um solvente, 

deve haver um termo que contabilize a energia de solvatação do sistema – ΔGsolv –, 

o qual pode ser dividido em suas contribuições polares e apolares. Sua componente 

polar é calculada como a energia de transferência de uma partícula carregada entre  

dois meios – vácuo e solvente – com constantes dielétricas distintas, sendo o solvente 

modelado de forma implícita. Esse cálculo é feito via solução das diferenças finitas da 

equação de Poisson-Boltzmann (Equação 3), na qual ∇ representa o operador 

gradiente, 𝜀 representa a permissividade do meio, 𝜙 é o potencial eletrostático do 

meio, 𝑘 é o fator de Debye-Hückel e 𝜌𝑓 é soma algébrica das cargas fixas do meio. 

 

                            −∇ ∙ 𝜀(𝑥)∇𝜙(𝑥) +  �̅�2(𝑥)𝜙(𝑥) = 4𝜋𝜌𝑓(𝑥)                       (3) 

 

Já a componente apolar do termo energético de solvatação advém da formação de 

uma cavidade no solvente que possa comportar o sistema (soluto). Esta componente 

é calculada como a soma entre energias “desfavoráveis” pela ruptura de interações 

solvente-solvente e energias “favoráveis” pela formação de interações soluto-

solvente. Por fim, a componente -TΔSconfig mede o gasto entrópico do sistema 

mediante associação entre as duas moléculas e pode ser calculada através de 

análises de modos normais ou quase-harmônicas (51,52,54). 

 O método MM-PBSA é versátil, fácil de ser aplicado e muito pouco custoso 

computacionalmente quando comparado com técnicas mais robustas de cálculo de 

energia livre, como Perturbação de Energia Livre ou Integração Termodinâmica. 

Diversos estudos de biologia estrutural e planejamento de fármacos obtiveram 

sucesso com a aplicação do método de MM-PBSA (53,58–63). Portanto, esse método 

mostra-se adequado à análise da afinidade e da interação molecular entre o anticorpo 

19CC6CG2 e o HBsAg. Contudo, existem métodos mais robustos capazes de gerar 

resultados mais acurados às expensas de um maior custo computacional. Um desses 

métodos é o Adaptive Biasing Force (64). 

1.4.3 Adaptive Biasing Force 
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Em simulações de dinâmica molecular, frequentemente é necessário reduzir os 

graus de liberdade de um sistema físico, simplificando-os em um parâmetro cuja 

distribuição estatística possa ser analisada individualmente ou usada para definir 

potenciais úteis para controlar a dinâmica do sistema. Este parâmetro - denotado por 

ξ - é chamado de coordenada de reação, parâmetro de reação ou variável coletiva 

(65). 

Este conceito é importante porque, segundo a Teoria da Integração 

Termodinâmica, é possível obter o perfil de energia livre de um processo físico a partir 

da força média que age ao longo da coordenada de reação (66). Tratando-se do 

processo de reconhecimento e associação entre duas proteínas, durante o qual as 

duas moléculas percorrem uma distância em meio ao solvente para então se ligarem, 

uma variável coletiva apropriada para estudar este processo seria a distância entre os 

centros de massa das proteínas, por exemplo (Figura 1.7). 

Uma característica comum dos métodos modernos de cálculo de energia livre 

é a dependência da amostragem da variável em estudo. Contudo, simulações 

computacionais de processos biofísicos em que o sistema passa por grandes 

mudanças conformacionais frequentemente atingem mínimos locais de energia 

potencial, os quais agem como “armadilhas cinéticas”, pois mantêm o sistema “preso” 

em configurações não-relevantes e dificultam a exploração do processo, reduzindo a 

amostragem da variável (67). 

Assim, foram criados métodos para o cálculo de energia livre que contornam 

esse problema, de forma a uniformizar a amostragem, aumentando a exploração 

estocástica da coordenada de reação. Métodos como replica-exchange, 

metadinâmica, simulated annealing e adaptive biasing force baseiam-se em coletar 

amostras da variável de estudo ao longo da coordenada de reação até mesmo em 

eventos raros – configurações de alta energia potencial – do espaço configuracional, 

possibilitando assim o cálculo de ΔG. 
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Figura 1.7 - Representação da evolução da coordenada de reação mediante a 
aplicação da técnica de ABF (Fonte: adaptado de Gumbart e colaboradores (2017) 

e Cheng (2009)). 
 
 

O método Adaptive Biasing Force (ABF) tem se mostrado robusto e eficiente 

para o cálculo de energia livre e, desde a sua criação, tem sido empregado na 

resolução de problemas de interesse químico e biológico, tais como proteínas 

mecânicas e de transporte, reconhecimento e associação em sistemas proteína-

ligante ou proteína-proteína (68). A técnica ABF utiliza uma versão de viés adaptativo 

da amostragem aumentada, na qual uma força, FABF, de valor igual à força média, 

<Fξ>, mas de sentido contrário, é aplicada ao longo da coordenada da reação e é 

ajustada continuamente a cada δξ, de forma a anular a força resultante sobre o 

sistema (Figura 1.7), que então evolui por meio de efeitos de difusão sobre uma 

superfície de energia plana ao longo da coordenada de reação (58). 

A robustez, versatilidade e precisão do método ABF sinalizaram como 

ferramenta para o cálculo do ΔG de ligação neste projeto de análise da afinidade e 

interação entre o anticorpo 19CC6CG2 e o antígeno HBsAg. 

1.5 Justificativa 

Os métodos experimentais para medição do ΔG de ligação (Ressonância 

Plasmônica de Superfície, por exemplo) são caros, demorados e laboriosos; portanto 

é importante que sejam estudadas técnicas rápidas, menos custosas e capazes de 

fornecer resultados tão precisos quanto o fazem as técnicas experimentais. Nesse 

contexto as técnicas computacionais de cálculo de energia livre, iniciadas desde o 

final do século XX e aprimoradas desde então, se apresentam como uma alternativa 

viável e atraente. Além disso, as técnicas computacionais que fazem uso da dinâmica 
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molecular permitem obter detalhamento a nível atômico sobre os processos que 

ocorrem mediante o reconhecimento de um antígeno pelo anticorpo. 

Neste trabalho, os resultados obtidos com cálculo computacional de energia 

livre permitirão entender em detalhes a interação anticorpo-HBsAg. Com esse 

conhecimento, a engenharia de anticorpos, baseada em mutações sítio-dirigidas, 

poderá ser acurada, visando aumentar a afinidade do anticorpo 19CC6CG2 pelo 

antígeno de superfície do vírus da hepatite B. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

 Explorar o perfil de energia livre de ligação do anticorpo 19CC6CG2 ao 

antígeno HBsAg e propor mutações sítio-dirigidas sobre este anticorpo que aumentem 

a sua afinidade pelo antígeno. 

2.2 Objetivos Específicos 

1. Propor um possível modo de ligação do anticorpo 19CC6CG2 ao 

antígeno HBsAg; 

2. Simular o comportamento dinâmico do complexo anticorpo-antígeno 

para explorar a superfície de energia livre de ligação do anticorpo ao antígeno; 

3. Propor mutações na estrutura do anticorpo que aumentem sua afinidade 

pelo antígeno; 

4. Comparar os perfis de energia livre de ligação dos anticorpos selvagem 

e mutante frente ao HBsAg. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Modelagem e Docking Molecular do Anticorpo 19CC6CG2 e do Antígeno 

HBsAg 

O anticorpo 19CC6CG2 neste trabalho foi estudado no formato de fragmento 

variável de cadeia única (scFv, do inglês single chain Fragment variable), com um 

linker de 8 resíduos – GGGSGGGG – entre as cadeias variáveis leve e pesada. O uso 

de scFv é vantajoso porque retém a afinidade e a especificidade do anticorpo parental 

(69–74) e, em um estudo computacional, o número reduzido de átomos, comparado 

à estrutura completa do anticorpo parental, torna os cálculos computacionais muito 

mais rápidos sem, no entanto, comprometer a acurácia da simulação. 

O HBsAg neste trabalho foi estudado inicialmente sob duas formas: a primeira 

consistiu da volta que compreende o segmento desde o resíduo 135 até o resíduo 

151, correspondente à região do determinante a, à qual comumente se ligam 

anticorpos neutralizantes do HBV; já a segunda forma corresponde à proteína S 

completa do antígeno. 

Ambas estruturas, do anticorpo 19CC6CG2-scFv e do antígeno HBsAg, foram 

previamente obtidas a partir do grupo de Modelagem, Simulação e Evolução in silico 

de Biomoléculas da Fiocruz-CE. 

Os dockings anticorpo-antígeno foram feitos através do servidor HADDOCK 

versão 2.2 (75,76), o qual recebe como entrada as duas estruturas proteicas e um 

conjunto de dados sobre os resíduos ativos – os resíduos que sabidamente fazem 

contato direto dentro do complexo – e passivos – os que potencialmente fazem contato 

direto – de cada molécula. Tais informações são convertidas pelo servidor em 

Restrições Ambíguas de Interação (RAI), que direcionam todo o processo de docking: 

para cada resíduo ativo, uma RAI é definida entre este resíduo e todos os resíduos 

ativos e passivos da outra proteína, e todos os cálculos do processo são 

desenvolvidos a partir de então (75).  

Os resíduos ativos do scFv foram selecionados com base na análise estrutural 

dos CDRs: os resíduos de aminoácidos que estavam mais expostos em cada volta 

destas regiões foram selecionados como ativos. Para as duas formas do antígeno, um 

raciocínio semelhante foi aplicado: os resíduos de aminoácidos do determinante a 

mais expostos ao solvente foram escolhidos como ativos. Em cada molécula, foram 
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definidos como “passivos” todos os resíduos que estivessem dentro de um raio de 

corte de 6,5 Å de qualquer resíduo ativo (75). 

O protocolo de docking seguiu três passos básicos: a) randomização das 

orientações e minimização de corpo rígido das duas proteínas; b) três etapas de 

simulated annealing semirrígido; c) e um refinamento final com solvente explícito (77). 

Ao final do protocolo de docking, todas as estruturas são agrupadas pela 

comparação par-a-par dos valores das raízes de seus desvios quadráticos médios 

(RMSD, do inglês Root Mean Square Deviation) em relação aos esqueletos peptídicos 

na interface, com raio de corte de 1 Å. Os grupos são então analisados e classificados 

de acordo com o seu “HADDOCK escore”, que é uma soma ponderada entre as 

energias de Van der Waals, eletrostáticas, energias de desolvatação e de violação de 

restrições junto com uma média da área superficial não-exposta (77). 

A avaliação de cada complexo gerado nos dockings contra as duas formas do 

HBsAg foi feita com base nos seguintes parâmetros:  

i. HADDOCK escore (descrito acima);  

ii. Cluster size – o número de estruturas finais que compõem cada grupo; 

iii. RMSD em relação à estrutura de menor energia; 

iv. Posição do CDR H3 em relação ao antígeno (dado que os CDRs H3 são 

os que mais contribuem energeticamente para o reconhecimento do 

antígeno, portanto espera-se uma posição favorável desta volta na 

interface com o HBsAg). 

3.2 Dinâmica Molecular do Complexo Anticorpo-Antígeno 

O docking gerou diversos complexos com diferentes modos de ligação ao 

HBsAg. Destes, o complexo de maior qualidade (de acordo com os parâmetros 

descritos acima, na seção 3.1) foi usado como entrada para uma simulação de 

dinâmica molecular. 

A simulação foi realizada através do pacote de programas Gromacs (78) versão 

5.1.2, e as ligações e interações químicas foram tratadas conforme o campo de força 

CHARMM22/CMAP (79). O algoritmo Particle Mesh Ewald (PME) foi aplicado no 

tratamento de todas as interações eletrostáticas (80). As interações de curto alcance 

foram descritas mediante a aplicação do potencial de Lennard-Jones. As simulações 

foram realizadas no ensemble estatístico isotérmico-isobárico (NPT) (81). O complexo 

scFv-HBsAg foi simulado no centro de uma caixa cúbica de aresta 70 Å preenchida 
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com moléculas do modelo de água explícito TIP3P (82) e com dois íons cloreto de 

forma a neutralizar a carga líquida do sistema. A simulação foi feita em três estágios:  

• minimização de energia;  

• aquecimento;  

• e equilibração, seguida pela dinâmica de produção. 

No primeiro estágio, a minimização de energia do sistema foi feita 

gradualmente em 100.000 passos do algoritmo Gradiente Conjugado seguidos de 

mais 100.000 passos do algoritmo Steepest Descent, ambos com gradiente de 

tolerância de 0,01 kJ.mol-1.nm-1. No segundo estágio, o sistema foi aquecido de 0 a 

310 K ao longo de 1000 picossegundos. Nesta fase, cada átomo pesado do sistema 

teve sobre si uma restrição de posição com constante de força de 1.000 kJ mol-1.nm-

2. Durante a fase de equilibração, que durou 4 nanossegundos (ns), a força harmônica 

de restrição sobre os átomos pesados diminuiu progressivamente até zero, para então 

dar início à dinâmica molecular de produção, que durou 170 ns. 

Durante a dinâmica molecular, o algoritmo de Verlet foi utilizado para a 

integração das equações de movimento, que utiliza as posições e acelerações dos 

átomos no instante t e as suas posições no tempo t - δt para calcular suas posições 

no tempo t + δt (83). O passo de integração usado foi de 2 fs. As interações químicas 

ligadas envolvendo ligações covalentes foram tratadas através do algoritmo LINCS 

(84). A temperatura do sistema foi mantida constante a 310 K pela aplicação do 

termostato V-rescale, e a pressão do sistema foi mantida constante a 1 atm pelo 

acoplamento do barostato de Berendsen à caixa de simulação. A simulação de 

dinâmica molecular foi feita usando condições periódicas de contorno.  

3.2.1 Cálculo de MM-PBSA 

 

O cálculo de energia livre foi inicialmente feito através da técnica de MM-PBSA, 

seguindo a “abordagem de trajetória única” (51). Portanto, as contribuições 

energéticas individuais de cada membro do sistema (scFv isolado, HBsAg isolado e 

complexo scFv-HBsAg) foram extraídas a partir de uma única trajetória de dinâmica 

molecular. 

A trajetória de produção da dinâmica molecular foi monitorada em relação aos 

valores de RMSD dos carbonos-alfa. A partir do momento em que se observou menos 

variação deste parâmetro, pode-se extrair configurações do sistema durante a 

trajetória. Essas configurações foram agrupadas em 54 clusters com um raio de corte 
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de RMSD = 1 Å. De cada um desses grupos foi extraída a configuração mais 

representativa, portanto 54 configurações da simulação foram analisadas quanto às 

contribuições energéticas (ΔEMM e ΔGsolv) de cada membro do sistema – scFv, HBsAg 

e complexo scFv-HBsAg. 

Os valores das componentes ligadas e não-ligadas (ΔEMM) foram extraídos do 

cálculo do próprio campo de força CHARMM22/CMAP usado na dinâmica molecular. 

Os termos polar e apolar de solvatação (ΔGsolv) foram calculados através do programa 

APBS (85), considerando uma constante de proporcionalidade de tensão superficial 

igual a 0,0001 kcal.mol-1.Å-2 e constantes dielétricas dos solutos, do solvente e do 

vácuo iguais a 1,5, 80 e 1, respectivamente.  

Finalmente, a cada membro do sistema foi designado um valor médio, “G”, 

representativo de sua energia: a média da soma de ΔEMM e ΔGsolv em todas as 

configurações do componente do sistema. Como a variação de energia livre é 

calculada como a diferença entre os estágios final e inicial de um processo, o ΔG de 

ligação foi então estimado segundo a equação 4. 

 

                                            ∆𝑮𝒍𝒊𝒈 =  𝑮𝒄𝒐𝒎𝒑𝒍𝒆𝒙𝒐 − (𝑮𝒂𝒏𝒕𝒊𝒄𝒐𝒓𝒑𝒐 + 𝑮𝒂𝒏𝒕í𝒈𝒆𝒏𝒐)                            (4)    

3.3 Adaptive Biasing Force dos Sistemas-Modelo 5A2J e 5JYL 

A aplicação de uma técnica intrinsecamente mais robusta que MM-PBSA 

sugeriu um estudo inicial com sistemas semelhantes ao complexo scFv-HBsAg que 

tivessem valores de ΔG de ligação determinados experimentalmente. Portanto, 

inicialmente, a partir do Brookhaven Protein Data Bank (86) foram obtidas:  

a) a estrutura depositada sobre o PDB ID 5A2J (87), referente ao fragmento de 

anticorpo SM3 complexado com o peptídeo APDTRP (Figura 3.1);  

b) e a estrutura depositada sobre o PDB ID 5JYL (88), referente ao fragmento 

de anticorpo TSP7 complexado com a P-caderina humana MEC1 (Figura 3.1). 
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Figura 3.1 - Anticorpo SM3 complexado com peptídeo APDTRP (esquerda) e 

anticorpo TSP7 complexado com P-caderina MEC1 (direita). 
  

Em seguida, ambos os complexos foram manipulados individualmente com a 

ferramenta editconf do pacote de programas Gromacs (89) de forma que os eixos de 

inércia das duas moléculas fossem alinhados com relação aos eixos cartesianos 

(Figura 3.1). Moléculas de água TIP3P (82) foram usadas para solvatar ambos os 

sistemas, 5A2J e 5JYL, em caixas de dimensões 78x56x70 Å³ e 127x103x93 Å³, 

respectivamente. Adicionalmente, ambos os sistemas tiveram suas cargas elétricas 

líquidas neutralizadas mediante a adição de íons (2 Na⁺ à caixa de 5A2J e 6 Na⁺ à 

caixa de 5JYL). A solvatação e a neutralização foram feitas através do programa VMD 

versão 1.9.2 (90). 

Todas as simulações foram realizadas utilizando o programa NAMD versão 2.9 

(91). Novamente, o algoritmo de integração das equações de movimento utilizado foi 

o de Verlet (83), com um passo de integração de 2 fs, em conjunto com o campo de 

força CHARMM36 (92,93). As interações ligadas envolvendo ligações covalentes 

foram ajustadas pelo algoritmo SHAKE (94), e as interações eletrostáticas não-ligadas 

foram tratadas através do método PME (80). As interações de curto alcance foram 

descritas mediante a aplicação do potencial de Lennard-Jones. As simulações foram 

realizadas no ensemble estatístico NPT (81). A temperatura de cada sistema foi 

mantida constante em 300 K mediante aplicação do termostato de Langevin. Da 

mesma forma, a pressão dos sistemas foi mantida constante a 1 atm através do pistão 

de Langevin acoplado a cada caixa de simulação (95). Foram aplicadas condições 

periódicas de contorno a ambos os sistemas. O processo se deu em três etapas:  

i. Minimização;  

ii. Equilibração; 
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iii. ABF. 

A energia potencial de cada sistema foi previamente minimizada através de 

2.500 passos do algoritmo Gradiente Conjugado. 

Como preparação para dinâmica de equilibração, foi aplicado um potencial 

harmônico de restrição de constante de força igual a 1 kcal.mol-1.Å-2 sobre os átomos 

da cadeia principal de cada proteína em ambos os sistemas de forma a restringir seus 

movimentos e evitar deformações estruturais da proteína. Em seguida, os sistemas 

evoluíram à temperatura de 300 K por 5 ns. 

Após a etapa de equilibração, as restrições adicionadas sobre os átomos da 

cadeia principal do peptídeo APDTRP e da P-caderina MEC1 foram removidas. Em 

seguida, foi aplicado o método ABF a ambos os sistemas, de forma que durante 5 ns 

as duas proteínas em cada complexo progressivamente afastaram-se uma da outra 

cerca de 16 Å dentro da caixa de simulação, a 300 K e 1 atm. Neste trabalho, o cálculo 

dos potenciais da força média foi feito seguindo uma estratégia de estratificação. 

Portanto, essa simulação inicial foi utilizada para determinar as configurações iniciais 

de cada etapa (ou janela) de estratificação. 

Assim, ambas as trajetórias foram estratificadas em 8 janelas de 2 Å; e em cada 

janela os complexos proteicos evoluíram sequencialmente até atingir 15 ns. O 

monitoramento do comportamento do potencial de força média foi feito a cada 5 ns. 

Cada dinâmica de produção de 5 ns, nas mesmas condições supracitadas, foi 

realizada com o intuito de aumentar a amostragem e verificar a convergência do 

método. A estratégia de estratificação baseia-se no fato de que o tempo para alcançar 

convergência cresce com o quadrado da tamanho da coordenada de reação (68). 

Portanto, trajetórias em intervalos espaciais menores requerem menos tempo de 

simulação para atingir convergência. 

Ao longo da coordenada de reação, definida pela variável coletiva ‘d’ - a 

distância entre as duas proteínas -, a força média foi calculada em intervalos δξ = 0,1 

Å. Os valores da força média dos intervalos de cada janela foram então concatenados 

e integrados subsequentemente para gerar o perfil total do potencial da força média 

ao longo da coordenada de reação para cada tempo de simulação (5 ns, 10 ns e 15 

ns por janela). Adicionalmente, foi feita a análise das energias de interação entre as 

duas proteínas de cada complexo ao longo da dissociação, além do cálculo do RMSD 

do antígeno e da amostragem ao longo da simulação mais longa em cada sistema. 

O erro quadrático médio (RMSE) por janela foi o parâmetro usado para 

averiguar convergência, considerando-se atingida se o RMSE entre duas simulações 
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consecutivas fosse menor ou igual a 1 kcal/mol. O RMSE por janela é calculado de 

acordo com a equação 4 abaixo. 

 

                       𝑅𝑀𝑆𝐸 =  √
∑ (𝑎𝑚−𝑏𝑚)2𝑛

𝑚=1

𝑛
                                           (4)      

 

Nesta equação, am e bm são os valores do potencial da força média para um δξ 

específico (m) entre duas simulações consecutivas (5 ns e 10 ns, por exemplo) e n é 

o número de pontos na janela específica (o número de δξ contidos em uma janela).  

Finalmente, com o auxílio do programa VMD versão 1.9.2 (90) as interações 

não-ligadas do sistema 5JYL foram analisadas ao longo da coordenada de reação, 

com destaque para a formação, extinção e ocupância de ligações hidrogênio e pontes 

salinas (96). 

3.4 Adaptive Biasing Force do Complexo Anticorpo (Nativo)-Antígeno 

De volta ao sistema formado pelo anticorpo 19CC6CG2 ligado ao HBsAg obtido 

ao fim do item 3.1, a energia livre de ligação desse complexo foi adicionalmente 

explorada através de um segundo método – ABF. O complexo scFv-HBsAg (Figura 

3.2) foi submetido exatamente ao mesmo protocolo descrito no item 3.3, com algumas 

diferenças, a saber: 

i. A caixa de simulação teve dimensões de 125x112x123 Å3; 

ii. O RMSD do HBsAg e as energias de interação intermoleculares foram 

calculados na simulação inicial de 5 ns; 

iii. A força iônica neste sistema foi modelada de forma que a concentração 

de NaCl(aq) fosse igual a 0,15 M, com carga total líquida nula – portanto 

foram adicionados 153 íons Na+ e 153 íons cloreto à caixa de simulação; 

iv. Durante a terceira fase, ABF, a força média sobre a coordenada de 

reação foi calculada a cada δξ = 0,05 Å. 
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Figura 3.2 - Anticorpo 19CC6CG2 (cinza) complexado com parte do HBsAg 
(vermelho). 

3.5 Engenharia do Anticorpo 19CC6CG2  

A partir da dinâmica molecular descrita no item 3.2, foi possível realizar 

mutações na estrutura do scFv que aumentariam a sua afinidade pelo HBsAg. Essa 

engenharia do anticorpo foi feita em RosettaScripts, uma linguagem de programação 

que provê acesso às funcionalidades de modelagem molecular da plataforma Rosetta 

(97). 

Uma vez que os valores de RMSD da simulação do item 3.2 se estabilizaram e 

as configurações dessa dinâmica molecular foram agrupadas conforme o item 3.2.1, 

foram obtidos 54 clusters. Então foi extraída a configuração mais representativa do 

maior cluster da dinâmica molecular, e, após ter as moléculas de água e íons 

removidos do sistema, esta pose do complexo scFv-HBsAg foi usada como entrada 

no protocolo de engenharia de anticorpos do RosettaScripts. 

O protocolo realizou 100.000 ciclos de modelagem do scFv e docking com o 

antígeno. Cada ciclo foi independente dos demais e pode ser descrito como um 

processo estocástico no qual são feitas mutações nos resíduos da interface com o 

HBsAg, e o mutante então obtido é dockado com o antígeno. Finalmente, o complexo 
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resultante é avaliado quanto a dois principais parâmetros – complementaridade de 

interface e energia de ligação entre as duas proteínas (98) – estimados segundo a 

função de escore Talaris2014 (99). 

Todos os resíduos de aminoácidos do scFv dentro de um raio de corte de 8 Å 

a partir do HBsAg foram suscetíveis a mutações aleatórias, exceto aqueles resíduos 

que mantiveram ligações hidrogênio com o antígeno com ocupância superior a 50% 

ou se mantiveram a 4 Å de distância ou menos em 50% das configurações da 

simulação. Além disso, cada ciclo do protocolo permitiu flexibilidade ao esqueleto do 

scFv mediante as mudanças de cadeias laterais resultantes das mutações – o 

chamado movimento de backrub (100,101). 

 Adicionalmente, para comparação do scFv nativo com os mutantes gerados, 

foi realizado um único ciclo do protocolo com as funções de modelagem e docking 

desativadas. Assim, este ciclo forneceu apenas a avaliação de energia de ligação e 

complementaridade de interface do anticorpo nativo segundo a função de escore 

Talaris2014. 

3.6 Adaptive Biasing Force do Complexo Anticorpo (Mutante)-Antígeno 

O ΔG de dissociação entre o anticorpo mutante criado no item 3.5 e o HBsAg foi 

calculado através do  método ABF. O complexo scFv(mut)-HBsAg (Figura 3.3) foi 

submetido exatamente ao mesmo protocolo descrito nos itens 3.3 e 3.4, com as 

particularidades a seguir: 

i. A caixa de simulação desse sistema teve dimensões de 122x119x118 

Å3; 

ii. O RMSD do HBsAg e as energias de interação intermoleculares foram 

calculados na simulação inicial de 5 ns; 

iii. Novamente a força iônica neste sistema foi simulada com [NaCl(aq)] = 

0,15 M, com carga total líquida neutra – portanto foram adicionados 160 

íons Na+ e 161 íons cloreto à caixa de simulação; 

iv. Igualmente ao item 3.4, durante a simulação de ABF, a força média 

sobre a coordenada de reação foi calculada a cada δξ = 0,05 Å. 
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Figura 3.3 - Anticorpo mutante (cinza) em complexo com parte do HBsAg 
(vermelho). Os resíduos mutados do anticorpo estão destacados em amarelo. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1 Modelagem e Docking Molecular do Anticorpo 19CC6CG2 e do Antígeno 

HBsAg 

As estruturas do anticorpo 19CC6CG2 e do HBsAg (Figuras 4.1 e 4.2) foram 

previamente obtidas a partir do grupo de Modelagem, Simulação e Evolução in silico 

de Biomoléculas da Fiocruz-CE . 

 

Figura 4.1 - Modelo do scFv 19CC6CG2 com os CDRs destacados em suas 
cores padrão. Em violeta está destacado o peptídeo que conecta as cadeias VH e 
VL. L1, L2, L3 e H1, H2, H3 são, respectivamente, os CDRs das regiões VL e VH. 

 

O HBsAg neste trabalho foi inicialmente avaliado sob duas formas: a volta que 

compreende o segmento desde o resíduo 135 até o resíduo 151 do antígeno e a 

proteína S completa (Figura 4.2). 
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Figura 4.2 - Modelos do HBsAg utilizados neste trabalho: a proteína S completa 
está à esquerda, e a volta que compreende os resíduos 135 a 151 está 

destacada à direita. 
 

Para o docking no servidor HADDOCK, foram considerados como ativos os 

resíduos 139 a 147 das duas formas do HBsAg, pois é esta a região na qual 90% dos 

anticorpos neutralizantes do HBV se ligam para exercer sua atividade (11). Apesar 

desta estatística vantajosa, é pertinente notar que os pesquisadores que criaram o 

clone 19CC6CG2 não deixaram claro em qual região específica da proteína S o 

anticorpo se liga, apenas sugeriram que poderia ser em uma região glicosilada do 

antígeno (dados não-publicados).  

Portanto, é razoável supor que a escolha dos resíduos ativos do HBsAg feita 

neste trabalho seja apenas uma predição com acurácia incerta. Caso o anticorpo de 

fato ligue-se ao determinante a, então as análises desenvolvidas nesta dissertação 

podem ser consideradas precisas; no entanto, se o anticorpo se liga a outras regiões 

do antígeno, como as regiões dos determinantes d/y ou w/r, então novos estudos 

deverão ser feitos partindo-se de novas estruturas. Shin e colaboradores (2007) 

exemplificaram como o reconhecimento do HBsAg por um anticorpo neutralizante 

depende fortemente da sua especificidade por um ou mais determinantes, sendo os 

anticorpos direcionados ao determinante a capazes de reconhecer todas as formas 

do antígeno (25). 

Para o docking, os resíduos mais expostos ao solvente em cada CDR do scFv 

foram considerados como ativos, exceto para o CDR H3: todos os resíduos deste CDR 

foram considerados ativos. Esta escolha particular quanto ao CDR H3 leva em 



 29 

consideração que este é, usualmente, a região mais variável, menos conservada e 

mais flexível entre todas as seis regiões determinantes de complementaridade 

(102,103). O protocolo de docking, portanto, deve levar em consideração cada um dos 

resíduos deste CDR para direcionar o cálculo do modo de ligação entre as duas 

proteínas.  

O HADDOCK agrupou as soluções de cada docking em “clusters” e os 

classificou segundo sua função interna de pontuação, o “HADDOCK escore”, que 

quantifica as energias de Van der Waals, eletrostáticas, energias de desolvatação e 

de violação de restrições junto com uma média da área superficial não-exposta (77). 

Os melhores “clusters” resultantes de cada rodada estão detalhados de acordo com a 

forma do HBsAg usada em cada docking. 

 

Tabela 1 - Avaliação dos melhores resultados dos dockings scFv-HBsAg 
 
Parâmetro Volta 135-151 Proteína S 

HADDOCK escore -73,9 ± 1,4 -128,1 ± 1,8 

Cluster size 14 (de 200) 47 (de 200) 

RMSD em relação a estrutura de 

menor energia (Å) 

1,8 ± 0,1 0,9 ± 0,1 

Menor distância do CDR H3 ao 

HBsAg (Å) 

3,9  5,9  

Número de contatos do CDR H3 

com o HBsAg 

31 16 

  

O algoritmo de docking do HADDOCK mostrou ser acurado na resolução de 

diversos problemas biológicos (104–108), inclusive na análise do modo de ligação 

entre fragmentos de anticorpos e seus antígenos (109,110). Contudo, já mostrou 

soluções inacuradas em experimentos de re-docking, portanto nem sempre a sua 

função de pontuação é confiável, sendo necessário avaliar outros aspectos da solução 

proposta, como o número de contatos com o CDR H3, por exemplo (103). 

O RMSD entre as melhores soluções de cada docking foi de 0,809 Å, e, 

considerando apenas as duas estruturas do HBsAg, o RMSD entre elas foi de 1,119 
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Å; portanto, entende-se que as duas soluções não divergiram estruturalmente. Este é 

um resultado positivo e surpreendente, visto que o HADDOCK leva em consideração 

a flexibilidade do esqueleto peptídico em seu cálculo (103), poderiam ser esperadas 

soluções com conformações bem distintas nos dois dockings. 

Apesar da pontuação do docking com a proteína S completa ter sido melhor, a 

solução do docking com a volta 135-151 exibe uma proximidade maior entre o HBsAg 

e o CDR H3, além de ter praticamente o dobro de contatos entre estas regiões. O 

algoritmo de docking do HADDOCK tem sido reportado como muito acurado para a 

predição do modo de ligação de VH (onde localiza-se o CDR H3), mas ineficaz na 

predição da pose de VL (103). Portanto é razoável que neste trabalho se dê prioridade 

à pose obtida no docking com a volta 135-151 (Figura 4.3), na qual os resíduos do 

HBsAg fazem mais contatos com o CDR H3; e, além da pose favorável desta região, 

os CDRs H2 e L3 nesta pose, reportados por frequentemente manterem, 

respectivamente, pontes salinas e interações polares com o antígeno (19), também 

estão bem orientados com relação ao HBsAg. 

 

 

Figura 4.3 - Modo de ligação entre o scFv e o HBsAg proposto pelo HADDOCK. 
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4.2 Dinâmica Molecular do Complexo Anticorpo-Antígeno e Cálculo de MM-

PBSA 

A dinâmica molecular do complexo scFv-HBsAg foi feita a partir da estrutura 

gerada no docking (Figura 4.3) e objetivando o cálculo de energia livre de ligação do 

anticorpo ao antígeno (Figura 1.6), descrito amplamente na literatura científica 

(31,51,52,54,59,61,112–114), inclusive com aplicações a sistemas anticorpo-antígeno 

(43,114). 

Os valores de RMSD dos carbonos-alfa do complexo foram monitorados 

durante a dinâmica de produção (Figura 4.4). A partir de 70.000 ps, quando este 

parâmetro apresentou menos variação, todas as configurações do complexo foram 

então reunidas em 54 grupos cujo raio de corte foi RMSD = 1 Å, e de cada grupo foi 

extraída a configuração mais representativa do complexo para o cálculo de MM-PBSA. 

Este é um procedimento importante para que o cálculo de energia livre seja feito sobre 

conformações de um sistema termalizado (51). 

 

 

Figura 4.4 - RMSD do complexo scFv-HBsAg ao longo da dinâmica molecular. 
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A “abordagem de trajetória única” é vantajosa por sua execução simples e por 

usualmente ter resultados acurados e precisos em comparação com a “abordagem de 

trajetória tripla” (52), na qual são analisadas trajetórias independentes do complexo, 

do antígeno e do anticorpo. A principal razão para esta vantagem é o fato de que, 

apesar de negligenciar as mudanças conformacionais das proteínas em seu estado 

não-ligado, o cálculo da abordagem de trajetória única conta com o cancelamento das 

contribuições energéticas intramoleculares – os termos ligados do campo de força. 

Esta abordagem é comum na análise de sistemas em que não se espera grandes 

mudanças conformacionais nos componentes do sistema (51).  

Finalmente, o valor obtido para a energia livre de ligação entre as duas 

proteínas foi ΔGLIG = -12,39 kcal/mol. Este valor está em consonância com valores 

obtidos experimentalmente para a afinidade de anticorpos e fragmentos de anticorpos 

(13,43,54,74,88,114). Este resultado, portanto, sugere que a associação entre o 

anticorpo 19CC6CG2 e o HBsAg é entalpicamente dirigida, visto que o termo 

entrópico “-TΔSconfig” foi negligenciado no cálculo e, ainda assim, o resultado obtido 

tem a mesma ordem de grandeza de resultados experimentais com sistemas 

semelhantes (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Exemplos de ΔG de ligação para complexos proteicos.  
 
Complexo anticorpo-antígeno ΔGLIG experimental Referência 

Fragmento Fab – Proteína L -7 kcal/mol (43) 

Complexo Ras-Raf -9,6 kcal/mol (54) 

scFv – 11-deoxycortisol -13,78 kcal/mol* (74) 

scFv TSP7 – P-caderina humana MEC1 -10,9 kcal/mol* (88) 

scFv TSP11 - P-caderina humana MEC1 -12,06 kcal/mol* (88) 

scFv TSP5 - P-caderina humana MEC1 -11,94 kcal/mol* (88) 

mAb 17.1.41 - HBsAg -12,42 kcal/mol* (13) 

mAb 19.79.5 - HBsAg -12,67 kcal/mol* (13) 

*Valores deduzidos a partir do parâmetro Kd ou Ka obtidos experimentalmente. 

 

Caso a contribuição energética da entropia fosse estimada, o seria através de 

análise de modos normais, a qual frequentemente gera erros sistemáticos por não 

contabilizar contribuições não-harmônicas (53,61) e muitas vezes superestimar a 
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variação entrópica de um processo biofísico (51). Embora a opção de computar o 

termo entrópico através de análise quase-harmônica seja atraente por contabilizar 

implicitamente movimentos não-harmônicos (53), esta frequentemente requer tempos 

de simulação muito grandes para atingir convergência, mesmo em simulações de 

sistemas pequenos (54). No entanto, métodos computacionais mais robustos como 

Integração Termodinâmica, por exemplo, podem ser capazes de fazer estimativas 

ainda mais acuradas em análises biofísicas (115), levando em consideração as 

mudanças entrópicas advindas da interação entre biomoléculas, como é demonstrado 

nas seções seguintes. 

4.3 Adaptive Biasing Force dos Sistemas-Modelo 5A2J e 5JYL 

Uma vez obtidas as estruturas 5A2J e 5JYL, foi necessário ter valores de 

referência para as energias livres de ligação de ambos, a fim de comparar os 

resultados fornecidos por ABF com resultados obtidos através de outras 

metodologias, experimentais ou não. A aplicação de uma metodologia a sistemas 

simples antes de usá-la para obter resultados que demandem mais confiabilidade é 

usual, serve como calibração do método computacional, reduz a possibilidade de 

erros, além de tornar o usuário familiarizado com a técnica e, portanto, capacitado a 

interpretar melhor os resultados obtidos.  

As energias livres de dissociação para esses dois complexos foram obtidas de 

formas distintas: para o complexo 5A2J, o ΔG de ligação entre o fragmento de 

anticorpo SM3 e o peptídeo APDTRP não havia sido estudado usando técnicas 

experimentais, então para este trabalho o ΔG de ligação entre as duas moléculas foi 

estimado através do servidor PISA (116). O valor apresentado pelo servidor foi de -

0,9 kcal/mol, apesar de este não ser um valor acurado. Para o complexo 5JYL, uma 

pesquisa bibliográfica mostrou que o ΔG de ligação entre o fragmento de anticorpo 

TSP7 e a P-caderina MEC1, obtido experimentalmente através da técnica de 

Ressonância Plasmônica de Superfície, é de -10,9 kcal/mol (88). 

 

4.3.1 Primeiro Sistema - 5A2J 

O potencial da força média ao longo da coordenada de reação, ξ, que 

representa a distância, em Å, entre os centros de massa do fragmento de anticorpo 
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SM3 e do peptídeo APDTRP evoluiu durante três diferentes tempos de simulação 

(Figura 4.5). Quando o sistema evoluiu por 5 ns, o ΔG de ligação obtido foi de -4,4 

kcal/mol. Esta primeira medida serve como referência para estimar a convergência do 

método. Logo, permitindo-se que o sistema evoluísse até 10 ns, foi observado que 

este valor mudou para -2,8 kcal/mol com RMSE associado de 3,169 kcal/mol. E, 

finalmente, com 15 ns de simulação por janela, obtém-se o valor de -1,5 kcal/mol, com 

RMSE de 1,954 kcal/mol (Figura 4.6). 

Este resultado revela não apenas a evolução em direção a maior acurácia 

(tendo como referência o valor obtido pelo PISA), como também ilustra o refinamento 

da exploração da coordenada de reação conforme aumenta a amostragem: diversos 

picos e vales no caminho de reação são revelados à medida que o tempo de 

simulação por janela aumenta. Por exemplo, o intervalo de ξ (18 Å, 19 Å) contém um 

declive de energia que só é revelado com amostragem suficientemente grande, a 

partir de 10 ns de simulação. Este mesmo intervalo corresponde a um aumento da 

atração entre as duas moléculas, descrito pela queda nos valores de energia de 

interação e de RMSD do peptídeo (Figuras 4.7 e 4.8). 
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Figura 4.5 - Perfil do potencial da força média em função da coordenada de 
reação de dissociação entre o anticorpo SM3 e o peptídeo APDTRP. 

 

Com 15 ns de simulação, estratificados em 8 janelas, obteve-se um valor de 

ΔG de ligação acima do previsto pelo servidor PISA (erro de 33% sobre o valor 

esperado). Embora os dois valores não sejam próximos, é preciso dizer que esse 

resultado não põe em xeque a acurácia do método ABF, dada a incerteza associada 

ao valor atribuído pelo servidor PISA. Esse valor é calculado apenas com base em 

estimativas sobre um conjunto pequeno de complexos proteicos depositados no PDB, 

e tem divergências já reportadas em relação a cálculos acurados feitos usando 

dinâmica molecular (116). 
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Figura 4.6 - Erro quadrático médio entre os valores 
de energia calculados para as simulações com 5A2J. 

 

A dissociação entre o fragmento de anticorpo SM3 e o peptídeo APDTRP 

permite traçar a evolução das energias de interação entre as duas moléculas de 

acordo com a coordenada de reação (Figura 4.7) durante a simulação em que foi 

alcançada convergência (15 ns, com estratificação em 8 janelas de 2 Å). 
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Figura 4.7 - Energias de interação entre o fragmento anticorpo SM3 e o 
peptídeo APDTRP em função da coordenada de reação. 

 

As energias advindas de ligações de curto alcance rapidamente caíram para 

valores próximos a zero no início do processo de afastamento; enquanto que as 

energias advindas do potencial de Coulomb sofrem uma queda inicial, mas mostram 

diversos aumentos ao longo de várias janelas durante a simulação. Esses aumentos 

na energia eletrostática devem-se a artefatos da dinâmica molecular, decorrentes do 

formato da caixa de simulação e das condições periódicas de contorno. Por acontecer 

dentro de uma caixa pequena e aproximadamente cúbica, a translação do peptídeo 

fez com que o fragmento SM3 interagisse com uma ou mais imagens do peptídeo 

APDTRP. 

Uma das possibilidades da análise computacional é a possibilidade de 

acompanhar a variação da configuração tridimensional das moléculas envolvidas. 

Esta análise é feita com base no RMSD de uma molécula específica (Figura 4.8). 

Durante a simulação em que foi alcançada convergência (15 ns, com estratificação 

em 8 janelas de 2 Å), inicialmente o peptídeo mudou drasticamente sua configuração 

estrutural – o que é ilustrado pela rápida elevação inicial no gráfico da Figura 4.8 –, 
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pois desliga-se do fragmento de anticorpo e então passa a mover-se livremente pela 

caixa de simulação, quando seus valores de RMSD estabilizam-se ao redor de 2 Å. 

 

Figura 4.8 - Desvio Quadrático Médio do peptídeo APDTRP em função da 

coordenada de reação. 
 

De acordo com o Teorema Central do Limite, quanto maior o tamanho da 

amostra de uma variável, mais a distribuição amostral de sua média aproxima-se de 

uma distribuição normal, e menor torna-se o seu desvio padrão (117). De forma 

análoga, técnicas computacionais que usam modelos matemáticos para descrever 

sistemas reais sustentam-se no tamanho da amostra da variável coletada para 

produzir resultados acurados. Assim, a amostragem de uma variável é fundamental 

para avaliar a acurácia de uma simulação. Utilizando o algoritmo de ABF, a variável 

coletada são as forças que agem sobre a coordenada de reação. Para este sistema, 

a força média agindo ao longo da variável coletiva foi calculada a cada δξ = 0,1 Å. Este 

cálculo interno do algoritmo é feito através da média de todas as forças que agem 

sobre ξ em cada δξ específico através da equação 5. 

                                    𝐹𝜉(𝑁𝑠𝑡𝑒𝑝, 𝑘) =  
1

𝑁𝑠𝑡𝑒𝑝
𝑘 ∑ 𝐹𝜇

𝑘𝑁𝑠𝑡𝑒𝑝
𝑘

𝜇=1                                (5)  
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Na qual k é o δξ em questão, Nstep é o número de passos de dinâmica molecular 

dentro de δξ e μ representa o número ordinal do passo de dinâmica molecular no qual 

a força média, <Fξ,>, é calculada dentro de δξ. Apenas quando o sistema evoluiu por 

um mínimo de μ = 1.000 em cada δξ, então a força média foi calculada, para que então 

a força de viés adaptativo, FABF, fosse aplicada (68), levando o sistema ao δξ seguinte 

e armazenando o valor de <Fξ,>. 

A amostragem, definida como o número de passos de dinâmica molecular 

usados para estimar a força média <Fξ,> em cada δξ, varia conforme a dissociação 

progride e pode refletir a precisão do cálculo da força média, conforme o Teorema do 

Limite Central. Assim, os valores de amostragem cresceram conforme a exploração 

da coordenada de reação aumentou, indicando, portanto, evolução em direção à 

convergência no cálculo de <Fξ,> (Figura 4.9). Apenas a partir de 22 Å a amostragem 

tornou-se uniforme, e este é o ponto aproximado da coordenada de reação a partir do 

qual o potencial da força média atinge um platô (Figura 4.5). 

Comer e colaboradores (68) sugerem que essa dificuldade em alcançar 

amostragem uniforme antes do equilíbrio pode ser devido à presença de barreiras 

ocultas ao longo de graus de liberdade ortogonais à coordenada de reação, que 

podem levar à descontinuidade da força de viés adaptativo entre janelas adjacentes. 

Contudo, os mesmos autores assumem que seja normal e esperado o comportamento 

observado neste sistema, no qual a amostragem torna-se uniforme, e o erro estatístico 

entre simulações diferentes diminui com o tempo (Figuras 4.5 e 4.6 acima). 
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Figura 4.9 - Amostragem (μ máximo) sobre ξ coletada ao longo da dissociação 
entre o fragmento de anticorpo SM3 e o peptídeo APDTRP. 

 

A primeira parte deste projeto foi concluída com o estudo do perfil de energia 

livre de ligação do fragmento de anticorpo SM3 ao peptídeo APDTRP. O valor de ΔG 

de ligação obtido e a referência medida pelo servidor PISA, apesar de não serem 

próximos, têm a mesma ordem de grandeza e o mesmo sinal, o que exemplifica a 

congruência entre diferentes métodos computacionais para resolver um problema 

biofísico. Contudo, o método de ABF é robusto o suficiente para fornecer valores 

semelhantes àqueles obtidos por métodos experimentais e para fazer previsões 

quanto à associação entre biomoléculas, conforme será mostrado na discussão sobre 

o sistema 5JYL a seguir. 

4.3.2 Segundo Sistema – 5JYL 

Para a estrutura 5JYL, o potencial da força média ao longo da variável coletiva 

(distância entre os centros de massa do fragmento de anticorpo TSP7 e da P-caderina 

MEC1) também foi calculado (Figura 4.10). O valor de referência obtido inicialmente, 

com 5 ns de simulação, foi de ΔG = -19,3 kcal/mol. Quando o sistema desenvolveu 5 
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ns adicionais, até 10 ns, o valor de energia livre mudou para ΔG= -9,5 kcal/mol, ao 

que se associa um RMSE de 1,379 kcal/mol em relação ao valor anterior. Finalmente, 

quando o sistema completou 15 ns de evolução, o valor de ΔG atingiu -8,5 kcal/mol, 

e este por sua vez tem um RMSE de 0,524 kcal/mol, comparado ao valor alcançado 

em 10 ns. Portanto, a convergência ocorreu com 15 ns de simulação, considerando 

um raio de corte de 1 kcal/mol (Figura 4.11). 

 

Figura 4.10 - Perfil do potencial da força média em função da coordenada de 
reação de dissociação entre o fragmento de anticorpo TSP7 e a P-caderina 

MEC1. 
 

Trabalhos como Malmqvist (118) e Fägerstam e colaboradores (118) 

exemplificam como a técnica de ressonância plasmônica de superfície tem sido usada 

há décadas para o estudo da afinidade de anticorpos e da sua cinética de reação com 

antígenos. Kudo e colaboradores (88) aplicaram essa técnica para medir a constante 

de dissociação do complexo 5JYL à temperatura ambiente, obtendo o valor de 8,7 nM, 

que equivale a um ΔG de ligação igual a -10,9 kcal/mol. Com 15 ns de simulação, 

estratificados em 8 janelas, obteve-se um valor de ΔG de ligação, em módulo, 

levemente menor do que o obtido experimentalmente através da técnica de 
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ressonância plasmônica de superfície (erro de 12% sobre o valor experimental). 

Estudos semelhantes que usaram complexos proteína-proteína encontraram o 

mesmo erro estatístico ao comparar resultados experimentais com os valores obtidos 

por ABF (45). Este resultado reforça a acurácia, precisão e convergência do método 

para o estudo da termodinâmica de associação entre proteínas. 

 

Figura 4.11 - Erro quadrático médio entre os valores de energia calculados 
para as simulações com 5JYL. 

 

Assim como ocorreu no primeiro sistema, a evolução dos potenciais de força 

média foi explorada mais detalhadamente quanto melhor amostrada: a partir de 10 ns 

de simulação, um pico de potencial fica evidente no gráfico da Figura 4.10 quando o 

sistema passa por ξ = 40 Å. Esse pico de potencial é concomitante a um aumento da 

repulsão entre as duas proteínas, mostrado pelo aumento das energias não-ligadas 

na mesma abscissa do gráfico da Figura 4.12 abaixo. Além disso, o vale subsequente 

de potencial, em ξ ≅ 41 Å, é acompanhado por um aumento da atração entre as duas 

moléculas, evidenciado pela queda dos valores de energia de interação (Figura 4.12). 
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Figura 4.12 - Energias de interação entre o fragmento de anticorpo TSP7 e a P-
caderina MEC1 em função da coordenada de reação. 

 

Os valores de energia de ligação neste complexo decrescem de forma mais 

suave que os mesmos valores de 5A2J (Figura 4.7). Por envolver um fragmento maior 

de anticorpo e um antígeno também muito maior que o peptídeo de 5A2J, os resíduos 

de ambas proteínas permanecem em contato até metade da trajetória, quando os 

potenciais de Coulomb e de Lennard-Jones caem para valores próximos de zero. 

Portanto o decréscimo das energias de interação não-ligadas foi concomitante à 

evolução da coordenada de reação, com menos ruídos e artefatos devido às 

condições periódicas de contorno que aconteceram durante a simulação do primeiro 

sistema, provavelmente devido às diferenças do formato entre as duas caixas de 

simulação e ao tamanho do complexo antígeno-anticorpo. 

Durante a simulação de 15 ns, a estrutura tridimensional da P-caderina MEC1 

permaneceu praticamente inalterada ao longo de toda a trajetória, pois seu RMSD 

flutuou em valores pequenos, próximos de 2 Å (Figura 4.13). 
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Figura 4.13 - Desvio Quadrático Médio da P-caderina MEC1 em função da 
coordenada de reação. 

 

É interessante notar que pouco depois da metade da trajetória, por volta de ξ = 

44 Å, o RMSD sofre um aumento considerável, que é simultâneo à anulação dos 

potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb (Figura 4.12). Este era um resultado 

esperado, visto que a energia de interação com o fragmento TSP7 é uma das 

interações que mantém a P-caderina na sua configuração de co-cristalização com o 

fragmento de anticorpo (Figura 3.1).  

Assim como no primeiro sistema, a amostragem ao longo da coordenada de 

reação foi quantificada para 5JYL, de acordo com o tempo de simulação por janela 

(Figura 4.14). O mesmo problema do primeiro sistema foi novamente observado aqui, 

com amostragem não-uniforme nos primeiros passos da variável coletiva. De fato, a 

amostragem uniforme só foi alcançada depois que o potencial de força média atingiu 

um platô (Figura 4.10). Além disso, o intervalo com menor amostragem em todo o 

caminho de reação foi ξ = 41 Å, que corresponde à região em que a repulsão foi mais 

intensa entre as duas proteínas, o que é mostrado pelo rápido e intenso aumento das 

energias de interação não-ligadas em ξ = 41 Å na Figura 4.8 acima. 
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Figura 4.14 - Amostragem (μ máximo) sobre ξ coletada ao longo da 
dissociação entre o fragmento de anticorpo TSP7 e a P-caderina MEC1. 
 

Contudo, como foi destacado a respeito da amostragem do primeiro sistema, 

este fenômeno de amostragem não-uniforme pode acontecer como consequência da 

estratégia de estratificação, mas não apresenta um problema para a interpretação dos 

resultados obtidos, uma vez que a convergência tenha sido alcançada em cada janela 

individual. 

Adicionalmente, as interações proteína-proteína ao longo da dinâmica também 

foram analisadas. Foram contabilizadas as ligações hidrogênio e as pontes salinas 

entre o anticorpo e a caderina, seguindo os critérios internos do VMD (90). 

A análise das ligações hidrogênio foi feita em função de suas ocupâncias em 

cada janela da coordenada de reação (Figura 4.15). A ocupância aqui é definida como 

a porcentagem de configurações da janela em que a ligação específica esteve 

presente. Foram selecionadas para compor o grupo da Figura 4.15 apenas as ligações 

hidrogênio que apresentaram ocupância de 50% ou mais em qualquer janela da 

trajetória (119). Os resíduos que estabelecem cada ligação hidrogênio estão 

mostrados abaixo, em cores de destaque. 
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A maior parte dos resíduos da P-caderina que estabelecem ligações hidrogênio 

com o anticorpo estão concentrados em uma única volta, com exceção do Asp87, que 

estabelece a interação com o resíduo Tyr151 do fragmento TSP7. Apesar de estarem 

distantes comparados aos outros resíduos que formam ligações hidrogênio, estes dois 

resíduos interagem durante praticamente toda a primeira metade do processo de 

dissociação, formando a segunda ligação hidrogênio de maior ocupância. 

 

Figura 4.15 - Ligações Hidrogênio e sua ocupância de acordo com a 
coordenada de reação durante a simulação de 15 ns. 

 

As ligações hidrogênio Lys25-Thr127, Asp87-Tyr151, Asp28-Arg196 e Lys25-

Asp149 haviam sido anteriormente previstas por Kudo e colaboradores. (88) através 

do servidor PISA. Dentre as quatro novas destacadas na Figura 4.15, as duas 

estabelecidas pela Arg27 (Arg27-Tyr199 e Arg27-Asp200) merecem destaque, pois 

formam-se apenas nas últimas janelas em que ainda há contato entre o fragmento 

TSP7 e a P-caderina. De forma análoga, no processo reverso, de associação entre 

antígeno e anticorpo, estas duas ligações hidrogênio seriam cruciais para o 

reconhecimento inicial entre as duas proteínas. Estratégias de maturação da afinidade 

do fragmento de anticorpo TSP7 pela P-caderina MEC1, portanto, poderiam se basear 
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neste dado para realizar mutações sítio-dirigidas, de forma a promover associação 

mais forte entre as duas moléculas. 

As pontes salinas intermoleculares e seus respectivos comprimentos também 

foram analisados durante a trajetória de separação entre as duas proteínas (Figura 

4.16). Assim como com as ligações hidrogênio, as pontes salinas são extintas à 

medida que a simulação evolui e as duas proteínas se afastam. Dentre as seis pontes 

encontradas ao longo da simulação, Kudo e colaboradores (88) encontraram apenas 

duas usando o servidor PISA: Asp149-Lys25 e Arg196-Asp28. Essas duas são 

visivelmente as ligações mais estáveis do complexo (ocupância 43,86% e 37,5%, 

respectivamente considerando todo o caminho de reação), pois são mantidas durante 

toda a primeira metade da dissociação, quando as duas proteínas ainda estão em 

contato. As demais pontes salinas são estabelecidas apenas durante pequenos 

trechos da coordenada de reação. Contudo, as pontes salinas estabelecidas entre 

Asp200-Arg27 e Arg317-Asp28 (ocupâncias 5,73% e 12,43%, respectivamente) 

merecem destaque, pois são as últimas a serem extintas, e, portanto, seriam as 

primeiras a se formarem durante a associação antígeno-anticorpo. Este resultado 

sugere que essas duas ligações são responsáveis por direcionar a formação das 

demais interações e por orientar a associação entre as duas proteínas. 

 

Figura 4.16 - Comprimento das pontes salinas intermoleculares de acordo com 
a coordenada de reação durante a simulação de 15 ns. 
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4.4 Adaptive Biasing Force do Complexo Anticorpo (Nativo)-Antígeno 

A difícil tarefa de medir a energia livre de ligação entre proteínas através de 

técnicas computacionais mostrou-se viável, com certa acurácia, para o sistema 5JYL 

destacado na seção 4.3.2. No entanto, para o anticorpo 19CC6CG2, nunca foi feita 

nenhuma medida experimental de sua afinidade contra o antígeno de superfície do 

vírus da hepatite B, apenas a estimativa entálpica oriunda do cálculo de MM-PBSA 

(seções 3.2.1 e 4.2). Contudo, a negligência do termo entrópico nessa estimativa de 

ΔGLIG e a inerente dificuldade do método de computar termos energéticos importantes, 

como a contribuição das água estruturais, a solvatação de grupos polares e de grupos 

não-expostos ao solvente (51), torna necessária uma nova abordagem através de um 

cálculo mais robusto de ΔGLIG, daí o uso de ABF. 

 

 

Figura 4.17 - Perfil do potencial da força média em função da coordenada de 
reação de dissociação entre o anticorpo 19CC6CG2 e o HBsAg. 

 

Quando a técnica foi aplicada sobre o sistema durante a dinâmica molecular 

de 5 ns, o valor de ΔGLIG obtido foi de -12,09 kcal/mol, mas quando a amostragem do 

sistema foi aumentada por mais 5 ns, o valor fornecido foi de -8,03 kcal/mol. Entre 
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estes dois valores se associa um RMSE de 1,23 kcal/mol. Finalmente, quando o 

sistema evolui por 15 ns, o ΔGLIG assume o valor de -7,62 kcal/mol, com um RMSE 

de 1,09 kcal/mol em relação à simulação anterior (Figuras 4.17 e 4.18). 

 

 

Figura 4.18 - Erro quadrático médio entre os valores de energia calculados 
para as simulações com o complexo anticorpo 19CC6CG2-HBsAg. 
 

Considerando-se o valor entálpico obtido através do cálculo de MM-PBSA e o 

valor de ΔGLIG obtido ao fim da simulação de 15 ns de ABF, pode-se estimar a perda 

entrópica do processo através da equação 6. 

                                                       ∆𝐺 =  ∆𝐻 − 𝑇∆𝑆                                                     (6) 

O valor obtido é de, aproximadamente, -16 cal.mol-1.K-1, consistente com o aumento 

da ordem do sistema esperado mediante associação entre antígenos e anticorpos em 

meio aquoso (120,121). Mesmo bastante aproximada, esta estimativa da entropia de 

ligação, portanto, corrobora com a confiabilidade dos resultados de ΔGLIG obtidos 

neste trabalho. 
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 Ao se analisar a evolução das energias de interação ao longo da trajetória inicial 

de 5 ns (Figura 4.19), nota-se que, conforme o antígeno se distancia do anticorpo, as 

energias de interação não-ligadas vão a zero, mas voltam a assumir valores altamente 

negativos ao fim da simulação. Esta é uma observação interessante, pois sugere que 

sob efeitos difusivos, resultantes do método de ABF, o sistema evolui até uma 

configuração de energia de interação duas vezes mais forte do que havia sido 

proposto pelos resultados do docking. 

  

Figura 4.19 - Energias de interação entre o fragmento de anticorpo 19CC6CG2 
e o HBsAg em função do tempo de simulação. 

  

 Em uma ampla revisão literária sobre algoritmos de docking aplicados a 

sistemas anticorpo-antígeno, Pedotti e colaboradores destacaram os pontos fortes e 

fracos do HADDOCK quando aplicado a sistemas como este: a flexibilidade do 

esqueleto peptídico inclusa no cálculo do HADDOCK o torna capaz de identificar 

corretamente a pose de VH, mas falha quanto à pose de VL, possivelmente numa 

tentativa de evitar choques estéricos entre as duas cadeias variáveis (103). Essa 

conclusão, portanto, é corroborada com o resultado encontrado nesta simulação 
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inicial: o modo de ligação do anticorpo 19CC6CG2 ao HBsAg pode ser diferente 

daquele previsto pelo HADDOCK, com uma participação mais expressiva de VL, mais 

especificamente do CDR L1. De fato, quando são analisadas as últimas 10 

configurações do complexo nesta dinâmica, constata-se que o HBsAg sofreu um 

desvio quadrático médio de cerca de 15 Å até chegar à sua nova posição (Figura 

4.20), onde mantém três novas interações com o anticorpo: 

i. Uma ligação hidrogênio entre Pro217 e Lys152 do scFv, de ocupância 27,27%; 

ii. Uma ponte salina entre Lys207 e Glu9 (CDR L1) do scFv, de ocupância 

45,45%; 

iii. Uma ligação hidrogênio entre Ser202 e Thr145 (CDR H2)  do scFv, de 

ocupância 27,27%. 

 

 

Figura 4.20 - À esqueda o complexo scFv-HBsAg antes da dinâmica com ABF, 
e à direita o mesmo complexo exibindo um provável novo modo de ligação. Os 

resíduos envolvidos nas novas ligações hidrogênio estão destacados em roxo. 
 

A possibilidade de explorar o espaço-fase de forma mais uniforme graças ao 

algoritmo do método ABF permitiu que o sistema evoluísse sobre uma superfície plana 

de energia (68) e encontrasse um novo mínimo de energia de interação, 

provavelmente inacessível através de simulações não-enviesadas de dinâmica 

molecular como aquelas usadas em algoritmos de docking proteína-proteína. É 

possível, portanto, que, seguindo este raciocínio, com mais análises e mais tempo de 
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simulação seja possível propor modos de ligação entre proteínas através do método 

ABF. 

 

Figura 4.21 - Desvio Quadrático Médio do HBsAg em função do tempo de 
simulação. 

 

O RMSD do HBsAg (alinhado com sua configuração inicial) também foi 

monitorado durante a simulação inicial (Figura 4.21). O antígeno manteve sua 

conformação, com pequenos desvios de até 5 Å neste tempo. De forma semelhante 

ao que ocorreu nos sistemas 5A2J e 5JYL, o aumento do RMSD foi concomitante ao 

enfraquecimento das interações intermoleculares (Figura 4.19 acima), e vice-versa: 

quando o complexo começou a formar interações que o levaram a assumir o novo 

“modo de ligação” (Figura 4.20), o seu RMSD diminuiu cerca de 2 Å. 

A amostragem também foi quantificada ao longo das simulações de ABF com 

este sistema, e, como esperado, esse parâmetro aumentou conforme o crescimento 

do tempo de simulação (Figura 4.22). Apesar disso, houve trechos da coordenada de 

reação que tiveram amostragem muito baixa, como em ξ = 21 Å, e que podem ser 

essenciais para entender como o potencial de força média evolui nos últimos 

momentos em que o antígeno ainda faz contato com o anticorpo. O refinamento deste 
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intervalo de ξ, com a adição de mais tempo de simulação por δξ, poderia ajudar a 

uniformizar a amostragem da coordenada de reação. 

 

Figura 4.22 - Amostragem (μ máximo) sobre ξ coletada ao longo da 
dissociação entre o anticorpo 19CC6CG2 e o HBsAg. 

 

Ao se analisar a formação e extinção de ligações hidrogênio e pontes salinas 

ao longo da dissociação entre as duas proteínas (Figuras 4.23 e 4.24), observa-se 

outro fato curioso: nenhuma das janelas de ξ está livre de interações intermoleculares, 

mesmo aquelas nas quais o antígeno se encontra a mais de 30 Å de distância do 

anticorpo. Isso acontece por dois motivos: 

• A variável coletiva utilizada para dirigir o processo de ABF é a distância 

euclidiana entre os centros de massa das duas proteínas; portanto, quando ξ = 

30 Å, por exemplo, existe uma gama diversa de posições (semelhante à 

superfície de uma esfera) ao redor do centro de massa do anticorpo que o centro 

de massa do antígeno pode explorar, e algumas dessas posições permitem que 

o HBsAg faça contatos polares com regiões distintas do anticorpo; 

•  A molécula do antígeno é muito pequena – apenas 17 resíduos de aminoácidos 

– , portanto a dinâmica molecular, mesmo em curtos intervalos de tempo, permite 
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que este explore diversas conformações estruturais ao longo da evolução de ξ, 

levando à formação de interações com diversas regiões do anticorpo. 

 

 

Figura 4.23 - Ligações Hidrogênio e sua ocupância de acordo com a 
coordenada de reação durante a simulação de 15 ns. Os resíduos do antígeno 

estão listados primeiro, seguidos do resíduo do anticorpo com o qual fazem contato. 
 

Este problema com as interações polares é um efeito colateral do uso de 

apenas uma variável coletiva para descrever um processo biofísico: neste caso, para 

melhor representar a associação/dissociação entre as duas proteínas seria necessário 

a adição de uma segunda variável coletiva que permitisse a amostragem mais 

completa das suas entropias translacional, rotacional e conformacional. Seguindo 

esse raciocínio, Haohao e colaboradores aplicaram diversas restrições de graus de 

liberdade – ângulos polares, ângulos de Euler e RMSD, além da distância euclidiana 

– sobre sistemas proteína-ligante e obtiveram valores altamente acurados de ΔGLIG 

(erro de 0,2 kcal/mol em comparação com os valores experimentais) (122). 
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Figura 4.24 - Comprimento das pontes salinas intermoleculares de acordo com 
a coordenada de reação durante a simulação de 15 ns. Os resíduos do antígeno 
estão listados primeiro, seguidos do resíduo do anticorpo com o qual fazem contato. 

 

Apesar da óbvia simplicidade do trabalho conduzido com o uso de apenas uma 

variável coletiva, foi possível estimar com certa confiabilidade a afinidade do anticorpo 

19CC6CG2 contra o antígeno de superfície do vírus da hepatite B. Outros trabalhos 

também mostram o uso de uma coordenada de reação unidimensional no estudo da 

associação entre proteínas com acurácia desde que a amostragem seja uniforme ao 

longo de ξ (42,123,124). Portanto, para uma análise mais acurada da interações 

intermoleculares que dirigem a associação entre o anticorpo 19CC6CG2 e o HBsAg, 

a escolha de uma variável coletiva adicional pode ser vantajosa, mas o cálculo da sua 

energia livre de ligação pode ser estimado de forma mais simples, com uma variável 

coletiva e suficiente tempo de simulação para atingir uma amostragem uniforme ao 

longo de ξ. 
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4.5 Engenharia do Anticorpo 19CC6CG2  

A dinâmica molecular executada no item 3.2 mostrou que os resíduos Asp118, 

Ser144, Tyr119, Asn139 e Ile76 mantiveram ligações hidrogênio com o antígeno com 

ocupância superior a 50% ou se mantiveram a 4 Å ou menos de distância do HBsAg 

em 50%  da simulação, portanto esses resíduos de aminoácidos foram “protegidos” 

durante os ciclos de engenharia do RosettaScripts – não foi permitido que sofressem 

mutações.  

A criação de mutantes a partir do anticorpo 19CC6CG2 gerou 100.000 

estruturas com mutações e modos de ligação diversos, os quais foram avaliados 

segundo a energia de interface e o ΔΔG, uma estimativa da diferença de energia livre 

advinda da(s) mutação(ões) realizada(s) e do modo de ligação proposto (Figura 4.25). 

Os valores destes parâmetros estão descritos em uma unidade arbitrária – Rosetta 

Energy Unit – a qual não é equivalente a nenhuma unidade de energia real, pois o seu 

cálculo varia entre os protocolos da plataforma Rosetta (125). 

Na Figura 4.25  abaixo, a estrutura nativa do anticorpo 19CC6CG2 está 

destacada contra os mutantes gerados pelo protocolo do RosettaScripts. Apesar de 

não ter unidades físicas reais, os parâmetros energéticos fornecidos pelo 

RosettaScripts são tão melhores quanto menores forem seus valores (126). Portanto 

é possível inferir que todas as estruturas à direita e acima da estrutura nativa têm 

qualidade inferior a esta, enquanto que todas as estruturas abaixo e à esquerda desta 

são mutantes promissores, que supostamente têm maior afinidade pelo HBsAg. 
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Figura 4.25 – Distribuição dos mutantes gerados pelo RosettaScripts em 
função de seus respectivos valores de ΔΔG e de energia de interface. 

 

Assim, é evidente que a melhor solução do RosettaScripts para a engenharia 

do anticorpo 19CC6CG2 se encontra no canto inferior esquerdo da Figura 4.25: seus 

valores de ΔΔG e ΔG de interface são, respectivamente, -24,709 R.E.U. e -23,698 

R.E.U., os menores entre todas as 100.000 estruturas geradas. Estes parâmetros para 

o anticorpo nativo têm valores de -20,385 R.E.U. e -19,311 R.E.U., respectivamente. 

O anticorpo engenheirado conta com as seguintes mutações: 

i. W74Y (CDR L3); 

ii. N141E (CDR H2); 

iii. T145L (CDR H2). 

A troca de um resíduo de triptofano por tirosina na posição 74 não afetou 

apreciavelmente o modo de ligação do anticorpo ao antígeno nem causou impacto 

considerável na conformação dos resíduos vizinhos à posição 74. Por sua vez, a 

substituição de um resíduo de asparagina por glutamato na posição 141 favoreceu 

contatos polares com os resíduos de asparagina 212 e lisina 207 do HBsAg: estes 

dois resíduos aproximaram-se cerca de 3 Å do glutamato 141 quando comparados às 
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suas posições no anticorpo nativo. Por fim, a troca de um resíduo polar – treonina – 

por um apolar e hidrofóbico – leucina – na posição 145 favoreceu contatos 

hidrofóbicos entre a vizinhança desta posição, composta majoritariamente por 

resíduos hidrofóbicos – glicina e tirosina, e a região predominantemente apolar que 

compreende os resíduos 201 a 205 do HBsAg. Apesar das mutações drásticas feitas 

pelo protocolo do RosettaScripts, o RMSD entre a estrutura nativa e o mutante é de 

apenas 0,095 Å (Figura 4.26). 

 

Figura 4.26 - O anticorpo 19CC6CG2 nativo, à esquerda, e o mutante, à direita. 
 

As funcionalidades de modelagem molecular do Rosetta são extensivamente 

exploradas com sucesso na área de engenharia de proteínas e planejamento de 

interfaces proteicas, incluindo interfaces antígeno-anticorpo (127–133). O método 

desenvolvido nesta etapa de engenharia do anticorpo se assemelha à abordagem 

“dock-and-design” descrita por Procko e colaboradores (134). Estes autores deixam 

claro que a abordagem foi falha para o planejamento de um inibidor proteico da enzima 

lisozima, cujo sítio ativo é fortemente polar. Em seu trabalho com o RosettaScripts, os 

autores constataram que as mutações sugeridas para o inibidor não afetaram sua 

afinidade pelo sítio ativo da enzima; e, além disso, que mutações obtidas através de 

Reação em Cadeia da Polimerase Propensa a erros que aumentaram a afinidade 

deste inibidor pela enzima estavam todas fora das posições propostas pelo protocolo 

de “dock-and-design”.  

A esta falha os autores atribuem a alta relevância dada pelo Rosetta aos 

contatos hidrofóbicos de interface, em contraste à baixa relevância dos contatos 

polares, e elaboram uma justificativa para este viés hidrofóbico das ferramentas do 

Rosetta: a amostragem de doadores e aceptores de ligações hidrogênio expostos ou 
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não na superfície é muito mais difícil do que o simples empacotamento de cadeias 

laterais apolares (134). 

Neste trabalho, o efeito das mutações realizadas no anticorpo foi avaliado por 

meio da medição do ΔGLIG do anticorpo nativo e do mutante e comparação destes 

valores. Para tal, lançamos mão novamente do método ABF. 

4.6 Adaptive Biasing Force do Complexo Anticorpo (Mutante)-Antígeno 

O anticorpo mutante descrito na seção anterior supostamente teria um valor de 

afinidade maior que o anticorpo nativo, contudo os resultados até este ponto são 

inconclusivos, pois a o cálculo de ABF ainda não atingiu convergência (Figura 4.27).  

 

 

Figura 4.27 - Perfil do potencial da força média em função da coordenada de 
reação de dissociação entre o anticorpo mutante e o HBsAg. 

 

Durante a dinâmica molecular de 5 ns, o valor de energia livre de ligação foi de 

-16,42 kcal/mol. Quando o sistema evoluiu até 10 ns, o valor obtido foi de -11,59 

kcal/mol. A diferença entre estes dois valores é quantificada por um RMSE de 3,28 
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kcal/mol. Quando a amostragem do sistema evolui por 5 ns adicionais, o ΔGLIG obtido 

então é de -9,26 kcal/mol, ao que se associa um RMSE de 2,07 kcal/mol em relação 

à simulação  de 10 ns. Finalmente, quando o sistema evoluiu até 20 ns, o ΔGLIG 

(inacurado) fornecido pelo método foi de -4,17 kcal/mol, com um RMSE de 4,39 

kcal/mol em relação à simulação de 15 ns (Figuras 4.27 e 4.28). 

 

 

Figura 4.28 - Erro quadrático médio entre os valores de energia calculados 
para as simulações com o complexo anticorpo mutante-HBsAg. 

 

As possíveis razões para esta não-convergência no cálculo de energia livre 

incluem: 

• A necessidade de representar o processo usando mais de uma variável coletiva: 

conforme foi brevemente explanado nas seções 4.3.1 e 4.4, a escolha incorreta 

e/ou um número insuficiente de variáveis coletivas para estudar um processo 

físico pode resultar em uma pobre estimativa de <Fξ>, gerando imprecisões nos 

resultados, devido a graus de liberdade ortogonais a ξ que não são explorados, 

mas contribuem para a descrição termodinâmica do processo em estudo (68); 

• A necessidade de aumentar a ergodicidade do sistema, ou seja, uniformizar a 

amostragem ao longo de ξ – o que pode ser feito através da restrição de graus 

de liberdade pela inclusão de uma (ou mais) variável(is) coletiva(s), ou através 
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do aumento do tempo de simulação por janela de ξ, ou através de outras 

estratégias, como a de réplicas múltiplas (68); 

• As mutações e/ou o modo de ligação proposto pelo RosettaScripts foram falhos, 

assim como no caso reportado por Procko e colaboradores (134) – o resultado 

fornecido superestimou a importância de superfícies hidrofóbicas na interface 

anticorpo-antígeno, gerando um mutante com afinidade menor que o anticorpo 

nativo. 

Embora as três possíveis fontes de erros sejam razoáveis para a explicação da 

não-convergência do método, o fato de que os três sistemas anteriores mostraram 

convergência com ABF unidimensional, dentro da escala de tempo de até 15 ns por 

janela de ξ, pode sugerir que as mutações propostas pelo algoritmo do RosettaScripts 

foram desvantajosas para a afinidade do anticorpo 19CC6CG2; contudo, são 

necessárias novas simulações para tirar conclusões mais precisas. 

As energias de interação e o RMSD do HBsAg também foram computadas ao 

longo da simulação inicial (Figuras 4.29 e 4.30). 

 

Figura 4.29 - Energias de interação entre o fragmento de anticorpo mutante e o 
HBsAg em função do tempo de simulação. 
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Apesar de haver indícios de que o RosettaScripts criou mutações desfavoráveis 

à interação com o HBsAg, os próximos resultados questionam esta hipótese, pois as 

energias de interação do mutante com o antígeno atingiram valores maiores (em 

módulo) do que aqueles obtidos para o complexo formado pelo HBsAg e o anticorpo 

nativo. Adicionalmente, as energias de interação entre o anticorpo mutante e o HBsAg 

levaram aproximadamente 500 ps a mais para chegar a zero em comparação com o 

anticorpo nativo, mediante a aplicação de <FABF>. 

 

 

Figura 4.30 - Desvio Quadrático Médio do HBsAg em função da coordenada de 
reação. 

 

O perfil de RMSD do antígeno mostra a sua evolução congruente à evolução 

das energias de interação, pois a depleção dessas energias de interação acontece no 

mesmo momento em que há um rápido aumento do RMSD, durante o segundo 

nanossegundo de simulação. De forma semelhante ao que foi observado nos três 

sistemas anteriores, as energias de interação desempenham papel importante na 

manutenção do HBsAg em sua conformação original, portanto quando estas energias 

chegam a zero, também o antígeno estabiliza sua conformação, em cerca de 5 Å.   
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A amostragem para este sistema também aumentou com o tempo de simulação 

(Figura 4.31). Mesmo com 20 ns de exploração do espaço-fase, o sistema ainda 

demonstrou sinais de comportamento não-ergódico: nos intervalos entre as duas 

primeiras janelas de ξ a amostragem está insuficiente. Com efeito, esta é uma das 

causas da não-convergência deste cálculo de energia livre. Embora o refinamento da 

simulação através do acréscimo de janelas extras nestes pontos de baixa amostragem 

possa ser pertinente para resolver este problema, Comer e colaboradores alertam 

contra a estratificação excessiva da coordenada de reação, indicando que isso pode 

dificultar ainda mais a exploração de ξ, principalmente nos limites entre as janelas 

(68). 

 

 

Figura 4.31 - Amostragem (μ máximo) sobre ξ coletada ao longo da 
dissociação entre o anticorpo mutante e o HBsAg. 

 

Resultados adicionais que corroboram com a hipótese de que o anticorpo 

mutante de fato tem uma afinidade maior pelo antígeno são as análises de formação 

e extinção de ligações hidrogênio e pontes salinas ao longo da coordenada de reação 

(Figuras 4.32 e 4.33). Embora o novo modo de ligação atribuído pelo RosettaScripts 

ao anticorpo mutante tenha causado a perda do seu contato intermolecular mais 
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importante – entre o Asp118 do anticorpo e a Lys207 do antígeno –, o novo complexo 

anticorpo mutante-antígeno apresenta interações moleculares que se estendem por 

várias janelas de ξ, por motivos semelhantes àqueles descritos para as ligações 

hidrogênio do anticorpo nativo (seção 4.4). 

 

 

Figura 4.32 - Ligações Hidrogênio e sua ocupância de acordo com a 
coordenada de reação durante a simulação de 20 ns. Os resíduos do antígeno 

estão listados primeiro, seguidos do resíduo do anticorpo com o qual fazem contato. 
 

A ligação hidrogênio entre Lys207 e Glu141, oriundo da mutação N141E, é 

mantida, mesmo com diminuta ocupância em quase todas as janelas da coordenada 

de reação. A ligação hidrogênio entre essa lisina do antígeno e Asp118 no anticorpo 

nativo também tem ocupância considerável (máximo de 41,57%) durante quatro 

janelas da dissociação entre as duas proteínas, mas é a única interação que 

permanece em mais de uma janela deste processo. Gly142 e Tyr146, vizinhas de 

resíduos que foram mutados, agora fazem ligações hidrogênio com alta ocupância 

que também permanecem em mais de uma janela de ξ.  
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Já a análise das pontes salinas ao longo de ξ dos anticorpos nativo e mutante 

mostra padrões semelhantes, nos quais Lys207 do antígeno perfaz uma ponte salina 

com um resíduo ácido do anticorpo – Asp118 no anticorpo nativo e Glu141 no 

anticorpo mutante, os quais distam 8.2 Å entre si. As pontes salinas em cada caso 

têm ocupâncias semelhantes distribuídas pela coordenada de reação.  

As mutações e o docking do RosettaScripts fizeram o nitrogênio da Lys207 

ajustar-se cerca de 1,9 Å, de forma a criar a nova ponte salina com o resíduo de 

glutamato 141. Esse deslocamento da cadeia lateral ocorreu devido ao 

empacotamento hidrofóbico das cadeias laterais entre os resíduos 203-206 (uma 

trinca de cisteínas seguida de uma treonina) do HBsAg com os resíduos 142-147 do 

anticorpo mutante. A provável causa deste empacotamento foi a substituição de um 

aminoácido polar por um apolar (mutação T145L) dentro dessa região 

majoritariamente hidrofóbica. 

 

 

Figura 4.33 - Comprimento das pontes salinas intermoleculares de acordo com 
a coordenada de reação durante a simulação de 20 ns. Os resíduos do antígeno 
estão listados primeiro, seguidos do resíduo do anticorpo com o qual fazem contato. 
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5 PERSPECTIVAS 

Os resultados encontrados neste trabalho destacam diversos aspectos da 

interação entre o anticorpo 19CC6CG2 e o antígeno de superfície do vírus da hepatite 

B; contudo simulações adicionais precisam ser realizadas para investigar com mais 

precisão os eventos que acontecem mediante o reconhecimento antígeno-anticorpo. 

O aumento da dimensionalidade das coordenadas de reação em um cálculo de ABF 

bi ou multidimensional, apesar de ser computacionalmente mais custoso e cujos 

resultados são mais complexos, poderia aumentar a acurácia dos valores de ΔGLIG 

descritos neste trabalho, além de fornecer uma perspectiva mais sólida sobre as 

interações intermoleculares que dirigem a associação entre as duas proteínas. Uma 

estratégia mais simples que também poderia ser feita é o refinamento das janelas de 

ξ com baixos valores de amostragem de forma a aumentar a ergodicidade do sistema. 
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6 CONCLUSÕES 

• O método MM-PBSA pode ser usado para estimar a energia livre da associação 

entre anticorpos e antígeno com acurácia razoável, dependendo da natureza do 

sistema e das mudanças conformacionais que ocorrem mediante o 

reconhecimento. 

• O método ABF apresenta maior acurácia para a descrição da energia livre de 

ligação entre anticorpos e antígenos que o método MM-PBSA. 

• As mutações W74Y, N141E e T145L podem ter influenciado a perda de afinidade 

do anticorpo 19CC6CG2, entretanto são necessárias novas simulações para 

determinar ao certo a sua contribuição para a afinidade frente ao HBsAg. 

• A amostragem uniforme e a escolha de uma ou mais variável(is) coletiva(s) são 

essenciais para a descrição precisa de um processo biofísico como a associação 

entre um anticorpo e um antígeno. 

• Os principais pontos fortes da metodologia explorada neste trabalho são a sua 

simplicidade e acurácia comparada a outros métodos computacionais de cálculo 

de ΔG. 

• Entre as limitações e possíveis ameaças ao método, destacam-se associações 

anticorpo-antígeno que envolvem grandes modificações conformacionais e 

necessitam, portanto, de mais de uma variável coletiva ou de longos tempos de 

simulação para descrever e estudar o processo. 

• A maior oportunidade destacada  pela abordagem descrita neste trabalho é a 

oportunidade de correlacionar a extinção e a formação de interações 

intermoleculares com os eventos que ocorrem mediante a dissociação anticorpo-

antígeno e com as variações de PMF do processo. 
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