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Resumo

A coevolugdo parasita-hospedeiro pode ser apontada como uma das principais
responsaveis pela grande diversificacdo de genes envolvidos na resposta imunoldgica. A
chamada “regiao do MHC” (na sigla em inglés para Major Histocompatibility Complex),
localizada no braco curto do cromossomo 6 humano, é a regido mais polimodrfica e densa
do nosso genoma. Os trés genes mais polimérficos deste locus codificam a cadeia pesada
de um complexo referido como MHC de classe |, responsavel pela apresentagdao (na
superficie celular) de peptideos provenientes da degradacao de proteinas intracelulares.
Este mecanismo é central na resposta antiviral, permitindo que células infectadas sejam
identificadas e eliminadas pelos Linfdcitos T Citotéxicos. Apesar de estruturalmente
similares, cada molécula de MHC apresenta maior afinidade por peptideos com
determinadas caracteristicas bioquimicas. Assim, quanto maior a variabilidade de MHCs
em uma dada populagao, menor o risco de que todos os individuos sejam incapazes de
apresentar pelo menos alguns alvos derivados de um determinado virus. Por outro lado, a
resposta imunoldgica celular e a geracdo de memoaria contra este alvo apresentado pelo
MHC, depende do reconhecimento especifico deste complexo peptideo:MHC (pMHC) por
uma dada populacdao de linfdcitos. Neste trabalho empregamos ferramentas de
bioinformatica para realizar a analise estrutural de complexos pMHC, identificando
propriedades envolvidas na estimulacdo da resposta imunoldgica celular. Nossos
resultados in silico, corroborados por experimentos in vitro e ex vivo, sugerem que a
similaridade estrutural de complexos pMHC (em termos de topografia e potencial
eletrostatico) desempenha um papel central na reatividade cruzada de linfécitos T, com

implicacGes sobre imunidade heterdloga, imunopatologia e desenvolvimento de vacinas.



Abstract

Host-pathogen coevolution can be implicated as one of the main features driving
the great diversity of genes involved with immunological response. The so-called “MHC
region” (Major Histocompatibility Complex), located at the short arm of human
chromosome 6, is the most polymorphic and dense region of our genome. The three most
polymorphic genes in this locus encode the heavy chain of a complex referred as MHC
class I, which is responsible for presentation (at cell surface) of peptides derived from the
digestion of cytosolic proteins. This mechanism plays a key role in antiviral immune
response, allowing infected cells to be identified and eliminated by Cytotoxic T
Lymphocytes. Although structurally similar, each MHC molecule presents higher affinity
for peptides with certain biochemical properties. Therefore, the greater the variability of
MHCs in a given population, the smaller the risk that all individuals are unable to present
at least some targets derived from a given virus. On the other hand, cellular immune
response and memory generation against the target presented by the MHC, depends on
specific recognition of this peptide:MHC (pMHC) complex by a given T cell population. In
this work, we use bioinformatics tools to perform structural analysis of pMHC complexes,
identifying features involved in triggering cellular immune responses. Our in silico results,
corroborated by in vitro and ex vivo experiments suggest that structural similarity among
pMHC complexes (topography and electrostatic potential) plays a central role in cross-
reactivity of cytotoxic T cells, with implications over heterologous immunity,

immunopathology and vaccine development.



Capitulo |

Introducao e Objetivos




Introducao

O paradoxo darainha vermelha e a resposta imunolégica celular

Em seu famoso livro Through the Looking-Glass de 1871 (adaptado para o
portugués como “Alice no pais do espelho”) o autor Lewis Carroll descreve uma situacao
incomum na qual é preciso correr o maximo possivel para se permanecer no mesmo local
(Figura 1). Esta curiosa condicdo imposta a personagem Alice durante sua visita a um
mundo imaginario, acabou servindo como uma perfeita analogia para uma questdao
central no estudo da biologia, a coevolugdo entre espécies. A chamada Hipdtese da
Rainha Vermelha foi inicialmente proposta por Leigh Van Valen para explicar as taxas de
extincdo no registro paleontoldgico, sendo posteriormente empregada para descrever a
influéncia da relacdo parasita-hospedeiro sobre as taxas de evolugdo molecular (Paterson

etal., 2010).

"it takes all the running you can do, to keep in the same place"

Figura 1. A corrida da Rainha Vermelha. llustracdo de Sir John Tenniel para o livro Through
the Looking-Glass (1871), de Lewis Carrol. Na cena, a Rainha Vermelha informa a Alice que
é preciso correr o maximo possivel, para se permanecer no mesmo local. Esta frase
acabou servindo de analogia para coevolugdao, em especial entre parasitas e hospedeiros,
sendo referenciada como a “Hipdtese da Rainha Vermelha”.



Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatdrios, que utilizam a maquinaria
molecular do hospedeiro para realizar sua replicacdo (Salazar et al., 2014; Schmid et al.,
2014). Eles normalmente apresentam ciclos rapidos e um controle reduzido da fidelidade
durante a replicacdo genémica (se comparados a eucariotos), o que colabora para a
rapida diversidade de sequéncias, especialmente em virus com genoma de RNA (Lauring
et al., 2013). No entanto, se por um lado nos patégenos sao selecionadas estratégias para
maximizar sua dispersdo na populacdo hospedeira, por outro lado, no organismo
hospedeiro sdo selecionadas estratégias para controlar e eliminar estes patdgenos.
Gracas a reproducao sexuada, a duplicacdo génica e a selecdo natural, mecanismos de
identificacdo e controle de patégenos foram gradativamente desenvolvidos a partir de
mecanismos mais simples de reconhecimento célula-célula (Barclay, 1999). Neste
processo, uma série de células e moléculas passou a atuar em conjunto, caracterizando
um sistema imunolégico. A chamada imunidade natural (ou inata) integra as barreiras
epiteliais, as células fagocitdrias e um conjunto de moléculas capazes de reconhecer
padroes tipicos de patdégenos, como receptores semelhantes a Toll e proteinas do Sistema
Complemento (Huang & Wells, 2014; Nakamoto & Kanai, 2014).

Adicionalmente, a “corrida armamentista” contra os patdégenos levou ao
desenvolvimento de um novo conjunto de ferramentas, altamente varidvel, complexo e
especializado (Kubinak et al., 2012; Vandiedonck & Knight, 2009a). Além de permitir a
identificacdo de virtualmente qualquer alvo, a despeito de padrdes “tipicos” de

III

patégenos, este novo “arsenal” também permite a prevencao contra infeccdes futuras
(Welsh et al., 2004). A chamada imunidade adquirida possui duas “frentes de combate”,
(i) a reposta humoral e a (ii) resposta celular. A primeira envolve principalmente os
linfécitos B e a produgdo/secrecdo de anticorpos (imunoglobulinas), enquanto a segunda
é mediada pelos linfécitos T. Ambas sdo fundamentais para a imunidade contra
patégenos, mas neste trabalho iremos dar enfoque aos mecanismos envolvidos na
resposta celular. Cabe ainda salientar que apesar da frequente representacdo do sistema

imune como um “exército”, sempre pronto a “atacar o inimigo”, os mecanismos da

imunidade natural e adquirida desempenham um papel constante na tolerancia e



modulacdo da microbiota (vigilancia imunoldgica), a qual é fundamental para a saude do
hospedeiro (Geuking et al., 2014).
A regido do MHC e a familia génica do HLA

Uma das regides gendmicas mais diretamente afetadas por esta coevolucdo com
os virus foi a chamada regido do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do
inglés Major Histocompatibility Complex)(Kubinak et al., 2012; Vandiedonck & Knight,
2009b). Em humanos, ela se encontra no brago curto do cromossomo 6 (6p21.3) e
constitui a regido mais polimérfica e mais densa do genoma, a qual alcanga em alguns
trechos a média de 8,5 genes por 100 Kb (Vandiedonck & Knight, 2009a; Xie et al., 2003).
Esta regido possui envolvimento direto na resposta imunolédgica, sobretudo na

suscetibilidade as doencas infecciosas e autoimunes (Fellay et al., 2007; Vandiedonck &
Knight, 2009a).
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Figura 2. Mapas esquematicos dos loci do MHC humano e murino. Os genes semelhantes
a classe | no locus do MHC de classe | humano, se referem aos chamados HLA ndo
classicos, como o HLA-G, os quais ndo estdo diretamente envolvidos com a apresentac¢do
de peptideos enddgenos, embora desempenhem outros papéis imunomodulatérios.
Modificado de Imunologia Celular e Molecular, 52 edi¢do (Abbas & Lichtman, 2005).

A regido do MHC pode ser subdividida em trés loci (Figura 2). Um deles, o locus do
MHC de classe lll, codifica citocinas e proteinas do Sistema Complemento, enquanto os
outros dois codificam proteinas envolvidas na apresentacdo de peptideos (Horton et al.,
2004). As moléculas codificadas pelos loci DP, DQ e DR, no locus do MHC de classe I,
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estdo envolvidas na via de apresentacdo de peptideos exdgenos, a qual é fundamental
para o desencadeamento da resposta imunoldgica humoral. Neste trabalho, enfocaremos
as moléculas codificadas pelo locus do MHC de classe |, o mais polimérfico dentro da
regido do MHC. Destacam-se neste locus os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C, os quais
codificam a cadeia pesada do complexo responsavel pela apresentacdo de peptideos
enddgenos na superficie das células (Kelley et al., 2005). Em humanos, estas moléculas
sdo referidas como antigeno leucocitario humano ou simplesmente HLA (do inglés Human
Leukocyte Antigen), recebendo outras denominagdes dependendo da espécie. Em
camundongos, por exemplo, sdo referidas como Antigeno H2 (H2-K, H2-D e H2-L). De
maneira genérica, podemos nos referir a todas estas proteinas apresentadoras como
moléculas de MHC (de classe | ou de classe Il).

Atualmente, sdo descritos 8.976 alelos distintos para os HLAs de classe | em
humanos, segundo dados de Julho de 2014 (hla.alleles.org). O mais polimoérfico é o HLA-B
(3.590), seguido por HLA-A (2.884) e HLA-C (2.375). Os demais sdao dados pela soma dos
chamados HLA de classe | ndo classicos (Figura 2), os quais sdo muito menos polimérficos.
Esta expressiva variabilidade de genes codificando proteinas apresentadoras de antigeno
confere a espécie uma enorme vantagem em termos populacionais, maximizando a
capacidade de reconhecimento de agentes infecciosos por pelo menos uma parcela dos
individuos (Vandiedonck & Knight, 2009a). A distribuicdo destes alelos, no entanto, ndo é
homogénea. O alelo HLA-A*02:01, por exemplo, é referido como sendo o mais frequente
na populagdo humana (http://www.allelefrequencies.net/). A heranca dos alelos de MHC
de classe | classicos é realizada em hapldtipos (Zuniga et al., 2013), de modo que cada
individuo pode apresentar até seis alelos distintos (trés herdados do pai e trés herdados
na mae). Conforme mencionado anteriormente, cada um destes alelos codifica uma
variante da cadeia pesada (cadeia alfa) do complexo responsavel pela apresentacdo de
peptideos enddgenos, sendo estas variantes proteicas referidas como alotipos (Bordner &
Abagyan, 2006). Os alotipos de MHC sdo estaveis na superficie celular apenas na forma de
um heterotrimero, formado em conjunto com uma cadeia constante (B2-microglobulina)
e um peptideo de origem intracelular (Figura 3). Este heterotrimero serd doravante

referido como complexo peptideo:MHC, ou pMHC.
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Em linhas gerais, esta via permite que peptideos derivados de proteinas citosdlicas
(também referidos como epitopos) sejam apresentados na superficie celular para
reconhecimento pelos linfocitos T citotéxicos (CTLs, do inglés Cytotoxic T Lymphocyte).
Tendo em vista a capacidade dos CTLs de reconhecer peptideos ndo proéprios
apresentados pelos MHCs do organismo, fruto do processo de selecdo de linfécitos no
timo, esta via desempenha papel central no controle de infec¢Ges virais constituindo a

base da resposta imunoldgica celular (Yewdell et al., 2003).

Linfécito T CD8+
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Figura 3. Estrutura e fun¢do do complexo pMHC. A esquerda, representagdo esquematica
da via de apresentagdo de peptideos endégenos. Uma amostra das proteinas citosdlicas é
digerida pelo proteossomo e os peptideos derivados sdo ultimamente apresentados na
superficie celular, complexados a molécula de MHC de classe I. Este complexo (pMHC)
serd reconhecido por linfocitos T citotdxicos (CD8+), os efetores da resposta imunoldgica
celular. Modificado de Yewdell et al.,, 2003. A direita, representacdo em cartoon da
estrutura molecular de um complexo TCROPMHC (em destaque). Cada cor representa uma
cadeia proteica distinta. Os nomes das cadeias (em negrito) e de seus dominios (em
itdlico) sdo indicados. Modificado de Lefranc MP, 2014. TAP, transportador associado a
apresentacdo de antigenos; TCR, receptor de células T; CDS8, glicoproteina que interage
especificamente com o MHC de classe |, auxiliando a interagdo com o TCR; MHC,
complexo principal de histocompatibilidade; pMHC, complexo peptideo:MHC.
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Recombinacdo somética e sele¢éo timica

A via de apresentacdo de peptideos enddgenos permite a identificacdo de células
infectadas por virus (ou outros parasitas intracelulares), uma vez que peptideos derivados
de proteinas do patdgeno serdo expostos na superficie celular, no contexto de um dos
alotipos de MHC do hospedeiro. A eficacia deste sistema, no entanto, depende da
capacidade de reconhecimento de pMHCs apresentando alvos ndo préprios. Esta tarefa é
executada pelos linfécitos T CD8+ através da interacdo mediada pelo receptor de
linfécitos T (TCR, do inglés T Cell Receptor). Mais do que isso, conforme discutido
anteriormente, uma das caracteristicas da resposta imunoldgica adaptativa é o
reconhecimento especifico de alvos patogénicos, capaz de conferir imunidade protetora
contra futuras infeccdes pelo mesmo patégeno (memdria imunoldgica). Considerando o
grande polimorfismo dos MHCs e a expressiva variabilidade dos patégenos, que
proporcionam em conjunto um ndmero incalculdvel de complexos pMHC Unicos, parece
improvavel a existéncia de um mecanismo capaz de gerar uma variabilidade de TCRs que
se aproxime desta variabilidade de alvos. A constatacdo empirica de que os organismos
hospedeiros sdao de fato capazes de gerar respostas especificas contra uma ampla gama
de patégenos e o desconhecimento dos mecanismos geradores desta variabilidade de
TCRs (e imunoglobulinas), intrigou os imunologistas por décadas. A resposta para este
enigma envolvia um surpreendente mecanismo de recombina¢cdo somatica, o qual foi
revelado ao longo das décadas de 80 e 90 (Fanning et al., 1998; Kurosawa et al., 1981;
Maki et al., 1981; Schatz et al., 1992).

A estrutura do TCR é um heterodimero formado pelas cadeias alfa e beta (Figura
3) ou, alternativamente, gama e delta. Cada uma destas cadeias apresenta um dominio C
(constant) e um dominio V (variable) (Lefranc, 2014). No dominio variavel, existem ainda
trés sitios hipervaridveis, os quais sdo referidos como regides determinantes de
complementariedade (CDRs, do inglés Complementarity Determining Region). Na
estrutura tridimensional, estas CDRs compde as alcas que realizam o contato direto com
residuos do peptideo e da molécula de MHC (Brehm et al., 2004). Diferentemente do
dominio C, o dominio V é codificado por uma combinacdo de diferentes segmentos

génicos. A porcao N-terminal do dominio V contém informacdo de um segmento J
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(joining) e de um segmento D (diversity), este ultimo estando presente apenas na cadeia

beta (Figura 4).

| Locus da cadeia B do TCR humano (620 kb; cromossomo 7)|

(n = ~50)
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Figura 4. Organizagdo do TCR. A. Organiza¢do dos loci das cadeias a, B, y e 6 do TCR
humano, na linhagem germinativa. Exons e introns n3o estdo representados em escala e
pseudo-genes ndo sdo indicados. Os genes constantes (C) sdo representados como blocos
simples, mas sdo na verdade compostos por varios éxons (ex. CB1). Os segmentos génicos
ilustrados sdo L, leader; V, variable; D, diversity; J, joining; C, constant, enh, enhancer; sil,
silencer. B. Dominios das proteinas a e  do TCR. A localizagdo das cadeias internas e das
pontes dissulfeto (S-S) é representada de maneira aproximada. As areas pontilhadas
(retangulos) indicam as regides hipervaridveis (CDRs). As cadeias a e B, assim como os
dominios TM (transmembrane) e CYT (cytoplasmic), sdo codificados por diferentes éxons.
Modificado de Imunologia Celular e Molecular, 52 edi¢gdo (Abbas & Lichtman, 2005).
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Os loci que codificam as cadeias do TCR apresentam uma estruturacao
caracteristica, marcada pela repeticdao sequencial de diversos segmentos que codificam
para os dominios V, D e J (Figura 4). Durante o processo de matura¢do na medula, cada
linfécito T sofrera um rearranjo Unico destes segmentos somaticos, gerando um TCR com
uma combinacdo “V-D-J” especifica (Schatz et al., 1992). Adicionalmente, existe um
mecanismo de edicdo de nucleotideos nas jungdes destes segmentos V-D-J (adigcdo e
remocao ao acaso), aumentando ainda mais a variabilidade do TCR produzido (Fanning et
al., 1998). Em conjunto, estes mecanismos fornecem ao TCR uma diversidade potencial
que supera 10% combinagbes (Zarnitsyna et al., 2013).

Tendo em vista a natureza aleatéria dos mecanismos de edicdo, que e em dois
tercos dos casos poderd resultar em troca da fase de leitura do DNA, muitos dos
rearranjos gerados ndo serdao bem sucedidos na producdo de uma cadeia de TCR (Elhanati
et al.,, 2014). Além disso, diferentemente das Imunoglobulinas, os TCRs reconhecem
apenas antigenos apresentados no contexto de moléculas de MHC. Assim, um novo
linfécito T sé sera util para o organismo caso seu TCR seja capaz de interagir com
peptideos apresentados pelos alotipos de MHC do individuo. Para assegurar esta
especificidade, linfécitos T passam por um rigoroso processo de sele¢dao no timo, onde
células epiteliais (timicas) realizam a apresentacdo de uma ampla gama de peptideos
proprios do contexto dos MHCs do individuo. Através da competicdo por estimulos,
linfécitos nao responsivos, apresentando TCRs defectivos ou incapazes de interagir com
os MHCs préprios, sao negligenciados e morrem. Linfdcitos altamente autoreativos sdo
negativamente selecionados, uma vez que estdo apresentando alta avidez/afinidade por
peptideos proprios. Deste modo, sobrevive a selecdo timica uma populacdo de linfdcitos
cujo TCR consegue interagir com os MHCs do individuo, mas possui apenas moderada ou
baixa afinidade por peptideos préprios (Sohn et al., 2007). Ao serem liberadas na
circulacdo, estas células serdo expostas a diversos antigenos préprios e ndo-proprios
(sempre no contexto do MHC), sendo ativadas apenas frente a um pMHC para o qual elas

apresentem alta avidez/afinidade (em tese, apresentando um peptideo ndo-préprio).

14



Caracteristicas e consequéncias da interacdo TCRpMHC

Diversas outras moléculas auxiliam na formacdo do complexo TCRpMHC,
estabilizando e prolongando a interagdo a ponto de permitir a estimulagao do linfécito T
(Chen et al., 2009; Rudolph et al., 2006). Uma das mais importantes é a glicoproteina CD8
(do inglés cluster of differentiation 8), que se liga ao dominio alfa-3 da molécula de MHC
de classe | (Chen et al., 2009). Cabe ainda salientar que a estimulacdo do linfécito ndo é
desencadeada pela interagdo de um Unico TCR com um Unico pMHC. Durante a interagao
entre o linfécito e a célula apresentadora, ocorre um rearranjo nas membranas
plasmaticas de ambas as células a fim de concentrar um grande nimero de complexos
TCRpMHC e uma diversidade de correceptores e outras moléculas de adesdo, em uma
area restrita de superficie celular. Esta intensa interacdo entre as células foi referida
como sinapse imunoldgica (Saito et al., 2010; Thauland & Parker, 2010).

A interacdo TCRpMHC apresenta uma fina regulacdo, podendo desencadear
diferentes niveis de estimulagdo do linfécito (van der Merwe & Dushek, 2010). Conforme
discutido anteriormente, cada linfécito T produzido na medula possui um TCR especifico.
Um dos desfechos possiveis da interagdo TCRpMHC é a chamada expansao clonal, na qual
a célula mae dard origem a uma populacdo de células filhas que compartilhardo o mesmo
rearranjo V-D-J da célula original. Este mecanismo assegura que, uma vez identificado um
alvo ndo-proprio, sejam geradas varias células (clones) capazes de percorrer o organismo
eliminando células infectadas. Mais do que isso, ele permite que uma parcela destes
clones seja diferenciada em células de memdria, as quais permanecerdao em nichos
especificos para serem futuramente ativadas em caso de um novo contato com o mesmo
patégeno (Seder et al., 2008).

Durante a imunizacdo de um individuo, seja por infeccdo ou vacinacado, diversos
linfocitos serdo simultaneamente ativados. Cada um deles podera responder a um
epitopo distinto, ou alguns deles poderdo responder de forma diferencial a um mesmo
epitopo. Estes diferentes linfécitos poderdao expandir clonalmente, gerando uma
populacdo heterogénea de células. Assim, a resposta primdria a uma imunizacdo é
policlonal (Cornberg et al., 2006). Além disso, um mesmo imundgeno ira estimular

conjuntos diferentes de clones em cada individuo (diferentes recombinacdes V-D-J), um
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fendbmeno referido como repertério privado (private specificity). A existéncia dos
repertodrios privados tem papel central na heterogeneidade de resposta entre individuos.
Entretanto, jd4 foram descritos alguns rearranjos V-D-J que parecem ser mais frequentes
na popula¢do (ainda que ndo apresentem sequéncias idénticas), sendo chamados de TCRs
publicos (Elhanati et al., 2014).

A especificidade do contato TCRpMHC é uma caracteristica fundamental, que
permite a geracdo de memoria imunoldgica. No entanto, considerando o processo de
geracdo dos linfocitos, podemos observar que a mesma célula que reconheceu
fracamente um complexo pMHC apresentando um peptideo proéprio (no timo),
reconheceu fortemente outro complexo pMHC (ndo relacionado), apresentando um
peptideo ndo-préprio. Esta situagdo caracteriza uma propriedade intrinseca dos linfécitos
T, referida como poli-especificidade (Wucherpfennig et al., 2007). O reconhecimento
TCRpMHC nao é degenerado, mas um mesmo TCR pode interagir (especificamente) com
diferentes complexos pMHC. Em alguns casos, complexos pMHC apresentando alvos
heterdlogos poderdo desencadear de maneira similar a ativagdo de uma mesma
populacdo de linfécitos, um evento referido como reatividade cruzada (Welsh & Selin,
2002).

A reatividade cruzada, de certo modo, se contrapde a especificidade da interacao
TCRpMHC, o que pode acarretar diversas consequéncias para o organismo. Por um lado,
ela maximiza a capacidade de resposta de um dado conjunto de linfdcitos, permitindo
gue um mesmo clone responda contra diferentes alvos (Welsh et al., 2010). Por outro
lado, ela pode acarretar respostas contra alvos préprios (autoimunidade) e mediar
respostas ineficientes ou crbnicas, que ndo eliminam o alvo e acabam lesando o
organismo (imunopatologia) (Welsh & Fujinami, 2007; Wlodarczyk et al., 2013).

Estudos recentes sugerem que semelhangas estruturais entre complexos pMHC
apresentando alvos heterdlogos sejam um fator decisivo em eventos de reatividade
cruzada (Birnbaum et al., 2014; Shen et al., 2013). A interacdo TCRpMHC obedece uma
geometria relativamente restrita, na qual as cadeias V-alfa e V-beta do TCR irdo
normalmente interagir com regides determinadas da superficie do pMHC (Adams et al.,

2011; Garcia et al., 2009; Gras et al., 2012). A “face” do pMHC que interage com o TCR é
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delimitada pelos dominios alfa-1 e alfa-2, formando uma superficie Unica em conjunto
com o epitopo (Figura 5). Os padrdes tipicos de interagdao entre diferentes TCRs e pMHCs
podem ser mapeados sobre a “face” do pMHC, sendo referidos como “impressdes digitais

dos TCRs” (TCR footprints) (Rudolph et al., 2006).

2C:dEV8:H2-Kb BM3.3:VSV:H2-Kb

Figura 5. Orientagdo da interagdo TCRpMHC. A. Espectro de orientagdes de ancoramento
para 40 TCRs agonistas, alinhados sobre a “face” de contato de um pMHC. As algas de um
TCR ndo agonista (p3A1) sdo representadas com linhas mais grossas em azul e roxo, com a
linha tracejada em amarelo indicando sua orientacdo. Modificado de Adams et al. 2011. B.
Footprints de diferentes TCRs com epitopos restritos a HLA-A2 e H2-K". A identificacdo das
proteinas envolvidas é fornecida abaixo de cada imagem, seguindo o padrdo
TCR:peptideo:MHC. Residuos ndo contatados pelas algas do TCR sdo representados em
cinza na superficie do pMHC. Demais residuos sdo coloridos de acordo com a al¢a do TCR
contatada, seguindo o esquema: CDR1a, azul escuro; CDR2a, magenta; CDR3a, verde;
CDR1pB, ciano; CDR2B, rosa; CDR3B, amarelo. A linha vermelha indica a orientagdo do
ancoramento do TCR. Modificado de Rudolph et al., 2006.

Genética, Imunologia e Bioinforméatica

A interdisciplinaridade é fundamental para a resolucdo de problemas complexos.
Por exemplo, a descoberta dos mecanismos envolvidos na geracdo de variabilidade dos
TCRs e imunoglobulinas representa uma das maiores conquistas da imunologia, a qual s
foi possivel gragas ao desenvolvimento da genética e de ferramentas de biologia
molecular. Reciprocamente, a motivagdo imunoldgica levou pesquisadores a

desvendarem mecanismos genéticos até entdo desconhecidos. Esta interface entre
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genética e imunologia tem sido extremamente frutifera e prdspera, sendo reconhecida
como uma disciplina independente, a imunogenética.

O desenvolvimento do Projeto Genoma Humano nos anos 90 reuniu
pesquisadores de diversas dreas e financiamento de multiplas fontes, visando um
objetivo comum. Esta iniciativa grandiosa acabou acelerando o desenvolvimento da
ciéncia, com impactos diretos em diversas areas (Lander, 2011). Uma das necessidades
basicas do projeto dizia respeito ao desenvolvimento de ferramentas de informatica, para
armazenar, processar e compartilhar uma quantidade de dados biolégicos sem
precedentes. Desenvolveu-se assim uma drea batizada como bioinformdtica (lkekawa &
Ikekawa, 2001). Surgiram diversos bancos de dados e ferramentas especificas para se
trabalhar com sequéncias biolégicas, marcando o inicio do periodo das “Omicas”
(genbmica, protedbmica, transcriptomica, etc). Com o tempo, o interesse no estudo da
estrutura e fungdo das proteinas ganhou for¢ca, amparado por avangos no campo da
cristalografia de raios X e na rapida evolucdo da capacidade de processamento de dados.
Desenvolveu-se assim a bioinformdatica estrutural, com uma série de ferramentas e
desafios préprios (Sliwoski et al., 2013).

A imunologia, no entanto, parece insistir em nos surpreender com sua
complexidade e a peculiaridade de seus mecanismos. Os bancos de dados desenvolvidos
para armazenar e organizar a informacdo de genes e proteinas envolvidas em outros
sistemas, aparentemente nao forneciam uma estrutura compativel com as definicdes e
caracteristicas da imunogenética. Desta necessidade de desenvolver ferramentas de
bioinformatica voltadas ao armazenamento e processamento de informacdes da
imunogenética, surge a imunoinformatica (Korber et al., 2006; Lefranc, 2014; Tomar &
De, 2010).

Sendo um tema central para a imunologia, a vacinologia sempre esteve presente
na pesquisa em imunoinformatica. O termo "vacinologia reversa" foi cunhado em 2000
pelo italiano Rino Rappuoli (Rappuoli, 2000). Ele se refere a um processo de
desenvolvimento de vacinas que se inicia pela andlise de sequéncias gendmicas in silico,
seguido pela identificacdo de alvos e posterior expressao de proteinas recombinantes

para testes in vivo. Esta estratégia continua sendo discutida e aplicada, acumulando
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diversos resultados interessantes na imunizagdo contra virus e bactérias (Donati &
Rappuoli, 2013; Vivona et al., 2008). Recentemente, comega a popularizar-se o termo
"vacinologia computacional”, que também tem sido discutida como uma alternativa na
pesquisa em cancer (Pappalardo et al., 2013). A despeito do termo utilizado, o fato é que
o uso de ferramentas computacionais para o desenvolvimento de vacinas é uma
realidade que vem ganhando destaque.

Estudos baseados em cristalografia de raios X nos forneceram pistas
imprescindiveis sobre mecanismos imunolégicos complexos, como a reatividade cruzada
e o impacto de mutacdes sobre a diversidade do repertério de células T (Sandalova et al.,
2005; Shen et al., 2013; Turner et al., 2005). No entanto, os elevados custos, o tempo
necessario e a dificuldade para se obter um cristal de complexos proteicos com baixa
afinidade (como alguns complexos TCRpMHC), ainda tem limitado a popularizacdo do uso
desta ferramenta. Alternativamente, a bioinformatica estrutural fornece muitas
ferramentas rdpidas e de baixo custo, que podem ser empregadas para o estudo das
interacdes peptideo:MHC e TCR:peptideo:MHC. Tais ferramentas podem nos ajudar a
analisar estruturas previamente cristalografadas ou até mesmo modelar estruturas ainda
ndo determinadas, fornecendo assim um valioso subsidio para a formulacdo de hipéteses,

as quais podem ser posteriormente testadas in vitro ou in vivo.
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Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi identificar caracteristicas estruturais dos
complexos peptideo:MHC que possam estar envolvidas na estimulacdao da reatividade
cruzada de linfécitos T, utilizando ferramentas de bioinformatica estrutural e

desenvolvendo novas estratégias que permitam realizar predi¢des acerca destes eventos.
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Capitulo 11
Structural Immunoinformatics and Vaccine Development

(Capitulo publicado no livro “Bioinformatics Research: New

Developments”)
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este capitulo aprofundaremos a discussdo sobre a possivel aplicacao
de ferramentas de bioinformdtica para a pesquisa em imunologia, com
especial interesse no desenvolvimento de vacinas. Apresentaremos
alguns dos principais bancos de dados voltados a pesquisa em imunoinformatica

estrutural, com enfoque na interag¢ao entre TCR e pMHC.

A andlise estrutural de complexos pMHC revela aspectos moleculares importantes
no desfecho de fendmenos imunolégicos complexos, mas os métodos experimentais para
obtenc¢do destas estruturas apresentam limita¢des quanto ao uso em larga escala. Serdo
apresentadas algumas alternativas para a modelagem e predicdo estrutural de complexos
pMHC, utilizando ferramentas de bioinformdtica. Por exemplo, a grande conservagao
estrutural da molécula de MHC permite a modelagem por homologia de alotipos cuja
estrutura 3D ainda ndo foi determinada. Adicionalmente, a conformacdo de um dado
complexo pMHC, apresentando um epitopo de interesse, pode ser predita com o uso de

ferramentas como o ancoramento molecular (docking).

Finalmente, revisaremos alguns resultados de nosso grupo referentes a predicdo
de reatividade cruzada entre complexos pMHC. Uma abordagem inovadora, desenvolvida
pela nossa equipe, utiliza o potencial eletrostatico dos complexos pMHC para agrupar
alvos estruturalmente semelhantes, através da aplicacido de métodos estatisticos

multivariados.
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Capitulo 111

Abundance and privacy of CD8+ HCV-specific T-cells in

seronegatives: implication for vaccine response

(Artigo completo submetido a revista PLoS Pathogens)
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uscando alvos que apresentassem similaridade estrutural com o

epitopo imunodominante de HCV NS3-1073, nosso grupo sugeriu a

possivel reatividade cruzada deste peptideo com um epitopo do virus
Epstein-Barr (EBV). Neste capitulo apresentaremos os resultados de uma colaboragdo
estabelecida entre o Nucleo de Bioinformatica do Laboratério de Imunogenética (NBLI) e
a equipe coordenada pelo Prof. Dr. Markus Cornberg, da Medizinische Hochschule
Hannover (MHH, na sigla em alemao para Escola de Medicina de Hannover). A equipe do
MHH detectou a presenca de células T especificas para este mesmo alvo de HCV (NS3-
1073) em 32,6% dos 46 individuos analisados, sendo estes doadores de sangue saudaveis,
HCV-, sem histérico de exposicdo ao HCV. Sugere-se que estas células tenham sido
expandidas pela exposicdo prévia destes individuos a algum alvo heterélogo (outro virus),
respondendo in vitro contra o epitopo de HCV por um mecanismo de reatividade cruzada

de células T.

Para confirmar nossos resultados prévios e prospectar outros alvos que pudessem
ser testados in vitro, foi realizada uma nova anadlise hierarquica de agrupamentos baseada
nas estruturas de 9 epitopos virais, no contexto do alotipo de MHC humano HLA-A*02:01.
Esta analise corroborou os resultados prévios, apontando os epitopos LMP2-329 (EBV) e
GAG-77 (HIV) como alvos estruturalmente similares ao epitopo de HCV. Outro epitopo de
EBV e um epitopo de Influenza ficaram em ramos proximos, enquanto trés candidatos

derivados de EBV ndo apresentaram similaridade estrutural.

Testes in vitro confirmaram a reatividade cruzada entre os alvos preditos e
indicaram que esta resposta heteréloga (prévia) altera o desfecho da vacinac¢do contra
HCV (com a vacina experimental IC41). Os resultados salientam que a identidade
estrutural entre complexos pMHC parece ter maior impacto no desencadeamento da

reatividade cruzada do que a similaridade de sequéncia entre os epitopos testados.
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Capitulo IV

Peptide:MHC structural similarity as a probability for cross-

reactive T cell responses

(Manuscrito em preparacéo)
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evantamentos anteriores sugeriram a existéncia de verdadeiras redes
de reatividade cruzada (CRNs) entre epitopos virais. Neste capitulo,
apresentaremos uma visao integrada sobre estas redes, tanto em
humanos, quanto em murinos. O possivel envolvimento de caracteristicas estruturais de
complexos pMHC no desencadeamento destes eventos de reatividade cruzada atraiu a
atencdo de cristalégrafos, de modo que a estrutura de alguns destes complexos ja foi

determinada experimentalmente.

Tendo em vista nossos resultados prévios, a andlise hierarquica de agrupamentos
(HCA) baseada em estrutura foi aplicada sobre estes cristais, fornecendo dendrogramas
gue se correlacionam com os dados experimentais. Um novo algoritmo foi utilizado para
realizar o HCA, fornecendo uma estimativa da confiabilidade dos agrupamentos obtidos

(com valores de bootstrap associados).

Mais do que uma nova validagdo acerca do potencial prospectivo desta
abordagem de agrupamentos, nossos resultados salientam uma relacdo entre o grau de
similaridade estrutural entre complexos pMHC e a probabilidade de se observar eventos
de reatividade cruzada utilizando-se diferentes popula¢des de linfécitos T. A discussdo
integrada da analise estrutural de complexos restritos aos alotipos HLA-A*02:01, H2-D° e
H2-K® nos sugere que caracteristicas estruturais dos complexos pMHC podem ser
responsaveis por determinar diversas caracteristicas da resposta celular, como a

clonalidade e a direcionalidade de eventos de reatividade cruzada.
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Capitulo V

Automatizacao de processos em Imunoinformatica
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nteressados em padronizar e otimizar os processos envolvidos na predigao e
analise estrutural de complexos pMHC, nds desenvolvemos uma série de
codigos (scripts) utilizando diferentes linguagens de programacdo. Neste
capitulo iremos descrever as etapas envolvidas na execucdo da abordagem DI1-EM-D2 e
como foi possivel automatizar estes processos. A automatizacdo leva a um ganho de
desempenho e previne diversos erros que poderiam ocorrer em fungdo de descuidos por
parte do usuario. Ela também permite aplicar a técnica para um conjunto maior de alvos,

algo extremamente custoso utilizando-se o procedimento manual.

Diferentes programas sao utilizados neste fluxograma (pipeline) para a predicao
estrutural de complexos pMHC. O papel dos scripts é fazer a ligacdo entre as etapas,
convertendo arquivos e transmitindo parametros necessdrios para a execu¢dao dos
programas. A automatizacdao também permite um maior controle de qualidade sobre o

processo (rastreabilidade).

Finalmente, a automatizacdo abre o caminho para a possivel disponibilizacdo
desta abordagem como uma ferramenta online, permitindo sua utilizacdo por usudrios
gue nado estdo familiarizados com a instalacdo e a execucdo dessas ferramentas no Linux.
Discutiremos avancos feitos pela nossa equipe visando oferecer este servigo para livre
utilizacdo pela comunidade cientifica. Também serdao apresentados alguns avangos no
sentido de aprimorar a nossa metodologia de agrupamento estrutural de complexos

pMHC.
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Automatizagdo da abordagem D1-EM-D2

Conforme apresentado no capitulo Il, a variabilidade dos complexos pMHC supera
em muito nossa capacidade de resolver estruturas por métodos experimentais, como
cristalografia de raios X e ressonancia magnética nuclear. Além dos custos e do tempo
necessario para se resolver uma estrutura proteica, novas variantes virais surgem a cada
dia, gerando novos epitopos. Assim, a “modelagem” ou predicdo conformacional de
complexos pMHC é um objetivo importante e atual dentro da imunoinformatica
estrutural (Bordner, 2013; Dhanik et al., 2013; Khan & Ranganathan, 2010).

Nos trabalhos aqui apresentados (capitulos I, Il e V), utilizamos uma estratégia
propria para a predicdo estrutural de complexos pMHC (“Docking 1 — Energy Minimization
— Docking 2” ou simplesmente D1-EM-D2). Esta abordagem foi incialmente desenvolvida
durante meu trabalho de conclusdo de curso em Biomedicina (Antunes, 2008), baseada
no uso de ancoramento molecular (docking) e minimizagdo de energia (Figura 6A). A
maioria dos programas de docking trabalha bem com até 10 ligacBes flexiveis, “limite”
acima do qual o custo computacional aumenta e a precisdo dos resultados diminui
consideravelmente (Dhanik et al., 2013; Plewczynski et al., 2011). No entanto, um epitopo
tipico apresentado por MHC de classe | possui cerca de 9 aminodcidos, podendo
apresentar longas cadeias laterais e totalizando mais de 40 ligacdes flexiveis. Conforme
descrito no capitulo Il, o nosso grupo identificou padrdes conformacionais
compartilhados por epitopos no contexto de um mesmo alotipo de MHC. O uso destes
padrdoes permitia manter rigida a cadeia principal do peptideo durante o docking,
empregando o programa apenas para resolver a conformacdo das cadeias laterais do
ligante. Esta foi a premissa para o desenvolvimento de uma nova abordagem de predicao
de complexos pMHC (Antunes et al., 2010).

A primeira etapa deste processo envolve gerar um arquivo pdb com as
coordenadas do epitopo, baseado simplesmente em sua sequéncia linear de aminodcidos
(formato FASTA). Outro arquivo pdb, com a estrutura de um epitopo apresentado pelo
mesmo MHC, é utilizado como molde nesta etapa. O objetivo é obter uma estrutura 3D
do ligante, que possa ser utilizada na etapa de ancoramento molecular. Paralelamente,

uma estrutura do MHC de interesse deve ser preparada para servir de receptor. Em cada
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simulacdo de ancoramento molecular, uma conformacao inicial aleatéria é atribuida ao
ligante, dentro de uma regido de interesse (GRID box) definida pelo usuario (em nosso
caso, incluindo a fenda do MHC). A conformacdo inicial do ligante serd refinada por
etapas iterativas de mudanga conformacional e medidas de afinidade de interagao
(utilizando um algoritmo genético Lamarckiano). Assim, em duas simulacdes realizadas
com o mesmo par “ligante/receptor”, caminhos distintos serdo percorridos pelo
algoritmo, podendo resultar em conformagdes finais distintas (diferentes minimos locais
de energia). Para se garantir que todos os minimos energéticos sejam amostrados, nosso
protocolo repete a etapa de ancoramento molecular 20 vezes com o programa Autodock
Vina (Trott et al., 2010), gerando uma populacgdo final de 1000 conformacdes distintas. A
seguir, é preciso escolher o melhor resultado, com base na energia de ligagdo (binding
energy) e na frequéncia dos minimos amostrados.

Uma vez obtido o novo complexo pMHC, com o epitopo de interesse, realiza-se
uma etapa de refinamento através da minimizacdo de energia. Sobretudo, isso permite
ajustar as cadeias laterais do receptor, que por limitagdes computacionais também foram
mantidas rigidas durante o docking. Apds esta etapa, uma nova rodada de ancoramento
molecular é realizada, permitindo que o programa explore o sitio refinado e encontre
resultados ainda melhores (Figura 6A).

Todas as etapas descritas acima eram realizadas manualmente, desde a leitura do
arquivo FASTA e geracdo de uma estrutura inicial para o ligante, até a escolha do melhor
resultado gerado pelo docking. Muitas etapas também envolvem a conversdo de
arquivos, e a etapa de minimizacdao de energia envolve a execucdao de pelo menos seis
programas distintos. Apesar das dificuldades técnicas, esta abordagem (manual) foi
validada através da reproducéo de 46 estruturas cristalograficas (RMSD médio de 1,754 A
para todos os atomos do epitopo) (Antunes et al., 2010) e utilizada para a predi¢cdo dos 55
complexos posteriormente incluidos no HCA descrito no capitulo Il (Antunes et al., 2011).

Tendo em vista nosso interesse em utilizar esta estratégia para a triagem virtual
de complexos pMHC e o objetivo de disponibilizar as estruturas preditas através do banco
de dados CrossTope (Sinigaglia et al., 2013), a automatizagdo e a padronizagdo das etapas

envolvidas na DI1-EM-D2 foram metas paralelas durante a execug¢do do presente projeto.
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Figura 6. Abordagem D1-EM-D2. A. A estretégia consiste em 4 etapas principais, nas quais
sdo utilizados os programas PyMOL (a), Autodock Vina (b,d) e o pacote de programas
Gromacs (c). Um cristal de referéncia para o alotipo de interesse, previamente preparado,
é utilizado como “Doador de MHC”. Um epitopo cristalografado no contexto deste MHC é
utilizado como “padrdo do peptideo” (molde), para gerar uma estrutura 3D do epitopo de
interesse. Apds a obtengdo de um complexo pMHC, gerado por docking (D1), realiza-se
um ciclo de refinamento envolvento uma etapa de minimizagdo de energia (EM) e uma
segunda rodada de ancoramento molecular (D2). Modificado de Sigaglia et al., 2013. B. A
D1-EM-D2 foi completamente automatizada através do uso de scripts. Em um computador
previamente configurado, basta fornecer um arquivo de texto com a sequencia do epitopo
no formato FASTA e executar o comando “p_D1EMD2”, para obter-se uma estrutura 3D
(formato pdb) do pMHC de interesse. Este comando desencadeia a execugao de scripts
secundarios (quadro cinza) que realizam as etapas sequencias da abordagem. Figura em
preto e branco na versdo impressa.

Nos ultimos trés anos, uma série de cddigo (scripts) foi desenvolvida para
automatizar etapas deste processo (utilizando a distribuicdo Ubuntu do Linux). Uma das
primeiras e mais importantes automatizacdes foi referente a escolha do melhor resultado

150



do docking. Além de agilizar o processo, a automatizacdo elimina possiveis vieses
advindos da interpretacdo do usuario. As etapas envolvidas na minimizacao de energia
também foram rapidamente automatizadas com o uso de scripts, bem como as etapas de
conversao de arquivos. Neste sentido cabe salientar o uso de alguns scripts em python
desenvolvidos e distribuidos pelo Molecular Graphics Laboratory do The Scripps Research
Institute (http://mgltools.scripps.edu/). Aos poucos, as fungdes destes varios scripts
independentes foram sendo agregadas em fluxogramas maiores (pipelines), até
alcangarmos a completa automatizacdo da abordagem D1-EM-D2 (Figura 6B).

Atualmente é possivel obter-se a estrutura 3D de um dado complexo pMHC
fornecendo-se apenas a sequéncia do epitopo (formato FASTA) e executando-se apenas
um script principal (p_D1EMD?2). Este comando ird orquestrar a execucao serial de outros
4 scripts secundarios, os quais por sua vez executardo de forma automatizada todos os
demais scripts e programas envolvidos no processo. Em conjunto, este pipeline integra 9
scripts em shell, 13 scripts em python, 7 executdveis em c++ e 2 executdveis em python.
Evidentemente, este procedimento precisa ser executado em um computador no qual
todos os scripts e programas tenham sido previamente instalados, o que também pode
ser realizado de forma automatizada utilizando-se pacotes desenvolvidos pela nossa
equipe (para instalagdo na distribuicao Ubuntu do sistema operacional Linux).

As principais fungdes dos 4 scripts secundarios serdao apresentadas abaixo:

e p_prepdD1: Executa a pipeline de preparacdo para o docking 1 (D1). Ele
recebe como parametros um arquivo com a sequéncia do epitopo (*.fasta)
e o nome do alelo de interesse. Atualmente nossa estratégia permite a
modelagem de 4 alelos de MHC, sendo dois humanos (HLA-A*02:01 e HLA-
B*27:05) e dois murinos (H2-Db e H2-Kb). A identificacdo do MHC de
interesse permite importar para o diretdrio de trabalho o “Doador de
MHC” e seu correspondente arquivo de configuracdo para o docking (com
as coordenadas e dimensdes do GRID). Também permite selecionar o
padrao de cadeia principal que sera utilizado como molde pelo PyMOL para
a geracdo da estrutura 3D inicial do peptideo. Apds a geracdo do pdb do

ligante, uma etapa de minimizagdo de energia é realizada para acomodar
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possiveis conflitos entre a conformacdo “padrdo” adotada para a cadeia
principal e a distribuicdo de cadeias laterais especificas da sequéncia de
interesse. Apds esta etapa, realizada com o pacote Gromacs 4.5.1 (Pronk et
al., 2013), o arquivo pdb do epitopo minimizado é convertido em um
arquivo PDBQT (formato de entrada para o docking).

p_vina: Este script consiste em um laco que permite a execuc¢do sequencial
de 20 simulacdes de ancoramento molecular, realizadas pelo Autodock
Vina (Trott et al., 2010), utilizando sempre os mesmos arquivos de entrada
(receptor e ligante). O mesmo script é utilizado tanto no D1 quanto no D2,
mas os arquivos de entrada ndo serdo os mesmos. As saidas sdo
numeradas sequencialmente, facilitando a analise dos resultados. Tendo
em vista que o ancoramento molecular representa a etapa com maior
custo computacional na DI1-EM-D2, o script também realiza o
monitoramento das atividades em tempo real. Em caso de erro na primeira
rodada do lago, o script é interrompido e o problema é reportado. Caso
contrdrio, o script continua reportando os resultados ao final de cada
docking (lista das energias de ligacdo obtidas e localizacdo dos arquivos de
saida).

structchoice: Este script permite escolher o melhor resultado dentre as
multiplas conformagdes produzidas pelo docking, gerando um arquivo pdb
com as coordenadas do complexo pMHC. A nomenclatura do complexo
gerado varia dependendo se os resultados analisados se referem ao D1 ou
ao D2, o que deve ser informado por parametro juntamente com a
identificacdo do MHC utilizado. Cada simulacdo de ancoramento molecular
gera um arquivo PDBQT contendo as multiplas conformacgdes obtidas (até
0 maximo tedrico de 50 estruturas). O structchoice separa estas diferentes
conformacgdes em arquivos PDBQT independentes, utilizando o executavel
vina_split, que é distribuido em conjunto com o Autodock Vina (Trott et al.,
2010). O melhor resultado de cada uma das 20 simula¢Ges realizadas é

convertido de volta para o formato pdb. Através do uso de comandos em
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linguagem Perl (sed, grep e awk), os arquivos com os logs destes 20
melhores resultados sao analisados, e os alvos sao ordenados de acordo
com suas energias de ligacdo ao MHC. Alvos com energia superior a média
calculada sdo excluidos (quanto mais alta a energia de ligagdo em kcal/mol,
mais fraca a interacdo). As estruturas dos demais sdo importadas para uma
rodada de calculos de RMSD (Root Mean Square Deviation) com o
programa g_confrms do pacote Gromacs 4.5.1 (Pronk et al., 2013). Deste
modo, serd escolhido como melhor resultado aquela conformacdo que
apresenta o menor RMSD em relagdo as demais conformacgdes (estrutura
“média”, mais frequente), dentre aquelas que apresentaram as menores
energias observadas nas 20 rodadas. O pdb do ligante escolhido,
juntamente com o pdb do “doador de MHC”, sdo combinados para gerar o
pdb do novo pMHC. Finalmente, uma etapa de verificacdo da posicdao do
epitopo é realizada com o script RMSCheck, o qual sobrepde a estrutura do
pPMHC modelado com a estrutura de um pMHC referéncia, calculando o
RMSD entre os epitopos (para carbono alfa). Esta etapa, realizada tanto
apos o D1 quanto apds o D2, assegura que o resultado obtido pelo docking
esteja de acordo com os dados cristalograficos, no que se refere orientagao
e a localizacdo do epitopo na fenda do MHC. Caso o valor de RMSD obtido
nesta verificacdo supere um ponto de corte previamente definido, todo o
pipeline do “p_D1EMD?2” serd interrompido e o erro sera reportado.

p_MHC4D2: O pMHC resultante do D1, apds escolha e verificacdo pelo
structchoice, devera passar por uma minimizacdo de energia e
posteriormente ser preparado para o D2. Inicialmente o arquivo (*.pdb) do
complexo pMHC é convertido para o formato do pacote Gromacs (*.gro)
com o programa pdb2gmx. Este programa também gera arquivos de
topologia da molécula. Uma caixa tridimensional é gerada ao entorno da
molécula alvo, com programa editconf. Moléculas de dgua sdo adicionadas
até completar o volume da caixa com programa genbox. Os arquivos de

coordenadas (*.gro) e de topologia (*.top e *.itp) que descrevem este
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sistema sdo combinados com um arquivo de parametros da simulacdo
(*.mdp) através do programa grompp, gerando um arquivo Unico de
entrada para a minimizacdo de energia (*.tpr). A minimizacdo de energia é
realizada pelo programa mdrun e as coordenadas finais do pMHC sao
escritas novamente no formato pdb com o programa trjconv. Para permitir
a reutiliza¢do do arquivo de configuragdo do Vina (com as coordenadas do
GRID utilizado no D1), este pMHC é ajustado as coordenadas do “Doador
de MHC”. Isso é obtido através do alinhamento estrutural com o programa
PyMOL. Finalmente, peptideo e MHC s3o separados em arquivos

independentes e convertidos ao formato PDBQT (para utilizacdo no D2).

Posteriormente, visando a predicdo de complexos pMHC em larga escala, foi
desenvolvida uma versdao modificada do script principal, batizada de “p_mD1EMD2". Ao
invés de receber como pardmetro um arquivo no formato FASTA (que permitiria a
modelagem de um pMHC), este script lista todos os arquivos FASTA disponiveis em
determinado diretdrio. Alternativamente, também pode ser fornecida uma tabela (CSV)
contendo a lista dos epitopos de interesse (no formato “Nome, Sequéncia”). Primeiro, o
script ird gerar arquivos FASTA correspondentes a cada um dos epitopos listados. Depois,
realizard a D1-EM-D2 para cada um destes alvos, organizando os resultados em
subdiretdrios. Um relatério dos processos é gerado em tempo real, atualizando uma lista
que informa se houve sucesso (ou ndo) na modelagem de cada um dos complexos

solicitados.

Revalidacdo da metodologia de predi¢cdo de pMHCs

Esta completa automatizacdo da abordagem DI1-EM-D2 também permitiu uma
nova validacdo através da reproducdo de cristais, utilizando um conjunto maior de
complexos. Todos os cristais de complexos pMHC disponiveis no Protein Data Bank foram
reproduzidos, excluindo-se complexos redundantes e estruturas em que havia interacao
com TCR, anticorpos ou outras moléculas (visto que estas interacdes externas podem
interferir na conformac3do do epitopo). Nos casos de complexos redundantes, o RMSD do
complexo modelado foi calculado em relagao ao cristal de melhor resolugao. Ao todo, 130
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estruturas de pMHC foram reproduzidas apresentando um RMSD médio de 1,95 A (+
0,63) para todos os atomos do peptideo (Tabela 1). Estes dados confirmam a
confiabilidade da técnica, uma vez que sdao usualmente consideradas reproducdes validas
aquelas com um desvio do ligante igual ou inferior a 2,2 A (Madurga et al., 2005; Trott et

al., 2010).

Tabela 1. Reproducdo de 130 cristais utilizando a abordagem D1-EM-D2.

Alotipo C.Seq. pl\:\::gs RMSD (ca) RMSD (total)
Média DP Média DP
HLA-A*02:01 9 68 0,926 0,437 1,875 0,971
HLA-B*27:05 9 10 1,027 0,503 2,239 1,322
H2-D" 9 33 0,671 0,326 1,901 0,912
H2-K" 8 19 1,132 0,355 2,076 0,401
TOTAL 130 0,899 0,435 1,945 0,628

RMSD, Root Mean Square Deviation, C.Seq., comprimento da sequéncia do peptideo; DP, desvio padrdo; ca, carbono

alfa; total, todos os atomos do ligante.

Instalacdo em equipamentos de alto desempenho

Uma das vantagens da utilizacdo do Autodock Vina para o célculo de ancoramento
molecular é sua eficiéncia. Gracas a algumas implementac¢ées, como a paralelizacdo de
processos, este programa apresenta alto desempenho sem perder a acurdcia (Chang et
al., 2010; Trott et al., 2010). Ainda assim, em funcdo do grande numero de liga¢Oes
flexiveis de muitos peptideos e da necessidade de se repetir o calculo diversas vezes para
garantir uma amostragem representativa, as etapas de docking da nossa abordagem
apresentam um elevado custo computacional. O tempo necessario para a predicdo de
uma estrutura, a partir da sequéncia do peptideo, é normalmente superior a 5 horas. Esta
estimativa considera o uso de uma maquina com processador quad-core de alto
desempenho (ex.: i7-920 ou superior).

Tendo conhecimento acerca da existéncia do Centro Nacional de
Supercomputacdo (CESUP-UFRGS), que por usa vez integra o Sistema Nacional de
Processamento de Alto Desempenho (SINAPAD), nosso grupo iniciou os tramites para

instalacdo dos scripts e programas necessarios para a D1-EM-D2 em um cluster de alto
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desempenho. Apesar do cluster “Newton” (Sun Fire) do CESUP também utilizar o sistema
operacional Linux, ele opera com a distribuicdo Red Hat. Além disso, o sistema possui um
gerenciador de filas que distribui os mais de 122 nucleos de processamento entre as
tarefas solicitadas pelos usuarios (jobs). Assim, uma série de ajustes precisou ser
realizada, tanto pela nossa equipe, quanto pela equipe do CESUP, para que a versao
automatizada da abordagem D1-EM-D2 pudesse ser executada no cluster “Newton”. Esta
etapa de implementacdo foi recentemente concluida, diminuindo o tempo de execucdo

da nossa pipeline e permitindo a submissdo de varios jobs em paralelo.

Disponibilizagdo de uma ferramenta baseada em web

Desde a publicagdo do banco de dados CrossTope, que disponibiliza estruturas
modeladas pela técnica D1-EM-D2, nossa equipe tem interesse em também oferecer uma
versdo online deste método de predi¢cdo. Em paralelo as etapas de instalagdo dos scripts
no CESUP, nossa equipe também desenvolveu uma interface web que poderd ser utilizada
para gerenciar clientes e disparar jobs (Figura 7). Apds a conclusdo das etapas de
desenvolvimento da ferramenta e de instalacdo e verificagdo dos scripts/programas no
CESUP, estamos atualmente trabalhando na comunicagao entre estes dois sistemas.

Além de possuir um banco de clientes que permite o cadastro de usuarios e o
monitoramento dos jobs submetidos (para cada cliente), a ferramenta conta com uma
série de controles para evitar a submissdo de dados incorretos. Por exemplo, do campo
onde o usuario informa a sequéncia do peptideo de interesse, sdo permitidas apenas
letras que representam aminodcidos. Além disso, a sequéncia deve conter entre 8 e 10
residuos. A medida que a sequéncia é informada, sdo oferecidas as opcdes de MHC
compativeis com aquele tamanho de sequéncia. Por exemplo, atualmente a modelagem
de complexos com H2-K° s6 é possivel para epitopos com 8 residuos (mais frequente para
este alelo), de modo que uma sequéncia com 9 residuos ndo apresenta este alotipo de
MHC como uma das alternativas (Figura 7).

A interface web ja estd instalada em um servidor dentro do CESUP, comunicando-
se diretamente com o cluster “Newton” e permitindo a submissao de jobs. No entanto,
ela ainda ndo foi aberta ao publico. Os dados referentes a automatizacdo da abordagem
D1-EM-D2, sua revalidacdo em maior escala e a disponibilizacdo desta ferramenta web
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para utilizacdo gratuita pela comunidade cientifica, estdo sendo preparados para

publicagao na forma de artigo cientifico (Rigo MM, comunicagao pessoal).

Home

Just another www.CrossTope.com

& Creating complex M Resuits W Report

Construction of Complex

CVNGVOWTV
(SMER!/ 10)

Departamento de Genética

Nicleo de Biomformitica do Laboratorio de Imunogenética - NBLI Dom  Seg
Av: Bento Gongalves, 9500 - Prédio 43323

CEP:91501-970 Cx Postal: 15053 ! 2 ) $
Porto Alegre, RS, Brasil 3 7 @ 9 10 "

Figura 7. Interface web para a construgdo automatica de complexos pMHC. Apds informar
a sequéncia e selecionar o MHC, o usuario clica em enviar e aguarda o resultado do
processamento, o qual serd realizado em um cluster de alto desempenho. Esta interface
esta em fase de testes e ainda ndo foi disponibilizada para o publico. Figura em preto e
branco na versdo impressa.

Preparacao de estruturas para o calculo do potencial eletrostatico

Apesar da predicao estrutural de complexos pMHC apresentar diversas aplicacdes
(como andlises de ligacdo ao MHC, estudos de dinamica molecular, etc), o enfoque do
nosso grupo sempre esteve voltado ao estudo da reatividade cruzada de linfécitos T
citotoxicos (Rigo et al., 2009; Vieira & Chies, 2005). Embasados por estudos prévios
apontando para a importancia do potencial eletrostatico dos pMHCs no reconhecimento
pelo TCR (Kessels et al., 2004; Sandalova et al., 2005), nds passamos a utilizar o programa
GRASP2 (Petrey & Honig, 2003) para comparar a superficie de interacdo (com TCR) de

diferentes complexos pMHC (vide capitulo Il).
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Infelizmente, o programa GRASP2 é disponibilizado apenas para o sistema
operacional Windows, além de apresentar algumas outras limitagdes. Um dos aspectos
primordiais para que pudéssemos padronizar uma analise de complexos baseada nas
imagens da superficie dos pMHCs era a necessidade de visualizar estas moléculas sempre
na mesma orientacdo. Além disso, frequentemente desejamos calcular o potencial para
diversas estruturas pMHC, o que pode gerar conflitos no GRASP2. Para padronizar ao
maximo esta etapa, nossa equipe desenvolveu um script de preparacao para o calculo do
potencial eletrostatico (prep2grasp). Entre outras fungdes, este script lista todos os
complexos pMHC disponiveis no diretério de interesse (*.pdb) e realiza o alinhamento
estrutural destas moléculas utilizando uma estrutura de referéncia (para assegurar a
orientacdo desejada). Ele também edita os nomes de cadeias de todas as moléculas
listadas, para evitar que duas cadeias de pMHCs distintos sejam identificadas pela mesma
letra, evitando conflitos no GRASP2. Apds esta preparacgdo, o arquivo gerado pode ser
importado para o GRASP2 onde serd calculada a superficie molecular e o potencial
eletrostdtico (etapa ainda ndo automatizada). Alternativamente, o script permite realizar
o calculo do potencial eletrostatico diretamente pelo programa Delphi (Li et al., 2012) e
calcular a area acessivel ao solvente (ASA) de residuos selecionados (Anexo 1), utilizando o

programa NACCESS (http://www.bioinf.manchester.ac.uk/naccess/).

Desenvolvimento de um plugin para importacdo dos valores RGB

Desde sua implementacdo em 2011 (Antunes et al., 2011), a nossa metodologia de
andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) baseada em estrutura utiliza imagens geradas
pelo programa GRASP2. O programa Image) (http://imagej.nih.gov/ij/) foi utilizado para
definir regiGes de interesse (roiset), das quais sdo importados os valores da distribuicdo
RGB (red, green, blue). Estas regides foram definidas através da identificacdo de areas de
maior variabilidade do potencial eletrostatico entre 55 pMHCs ndo relacionados (Antunes
et al., 2011). Os valores utilizados para a analise estatistica sdo a média e o desvio padrao
da intensidade de cada componente RGB, calculados sobre todos os pixels de cada area
selecionada. Estes valores sdao fornecidos pelo programa Imagel, mas apresentados na
forma de imagem junto ao histograma de cores. Inicialmente, os valores eram importados
de forma manual e salvos em uma planilha, para posterior andlise estatistica. Além da
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maior suscetibilidade a erro, este procedimento trabalhoso limitava a analise frequente

de grandes conjuntos de complexos.

Recentemente, a nossa equipe desenvolveu um plugin para o programa Image)

que permite realizar a exportagao dos valores de interesse diretamente para uma planilha

em formato XLS (Figura 8). Uma nova versao do plugin estd em desenvolvimento, visando

permitir a importacdo simultanea de 42 regides (capitulo VI) e a exportagdo dos valores

tabelados no formato de entrada para o pvclust (programa utilizado para o HCA).
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Figura 8. Utilizagdo de um plugin para importacdo de valores RGB no programa Imagel. Ao
centro é possivel observar a superficie de um complexo pMHC, sobre a qual estdo
identificadas as sete regiGes de interesse previamente determinadas. A posicdo destas
regides foi salva, permitindo a selegdo independente de cada uma delas através do RO/
Manager. Apds a selecdo de uma regido e execugao do plugin, sdao apresentados os
histogramas de cores de cada componente RGB e uma planilha com os valores de média,
moda e desvio padrdo para cada componente. As 7 sele¢des apresentadas na imagem
foram definidas com base nas regides de variabilidade entre 55 complexos ndo
relacionados, sendo que a regido S1 corresponde a sele¢do utilizada no primeiro PCA com
as 28 variantes de HCV (capitulos Il e VI). Figura em preto e branco na versdo impressa.
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Automatizagédo do HCA com bootstrap

Conforme apresentado nos capitulos Il e lll, o0 nosso grupo discutia os resultados
do HCA baseado em estrutura através da analise de dendrogramas gerados pelo
programa SPSS (PASW Statistics 18, IBM, Chicago IL. USA). Além de ser implementado no
sistema operacional Windows, o SPSS ndo fornecia no dendrograma uma validacado
estatistica ou ponto de corte referente a confiabilidade dos agrupamentos gerados.
Preocupados com esta questdo, nds passamos a utilizar o pacote pvclust para o célculo do
HCA. Esta ferramenta desenvolvida em R calcula os agrupamentos, fornecendo ainda uma
validacdo estatistica (p-value) sobre a confiabilidade dos ramos. Dois valores sdo
fornecidos, sendo um bootstrap padrdao e um bootstrap refinado (multiscale bootstrap
resampling).

Esta nova abordagem foi testada sobre conjuntos previamente estudados,
apresentando bons resultados (Anexo 1). Atualmente ja foram desenvolvidos scripts para
automatizar a conversao de tabelas para o formato de entrada do pvclust, bem como a
execucdao do HCA com parametros pré-definidos e a exportacao dos resultados para

arquivos em formato PDF.
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Capitulo VI

Discussao Geral
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Discussao

A reatividade cruzada de linfécitos T permite que alvos heterdlogos, no contexto
do MHC, desencadeiem a ativacdao de uma mesma populagdo de células CD8+ (Welsh &
Selin, 2002). Este fenGmeno, por sua vez, é consequéncia de uma propriedade intrinseca
dos linfécitos T, a poli-especificidade (Wucherpfennig et al., 2007). Em conjunto, poli-
especificidade e reatividade cruzada apresentam diversas implicagdes sobre a resposta
imunoldgica celular e em particular sobre a imunidade heteréloga contra os virus.

O virus da Hepatite C (HCV, do inglés Hepatitis C Virus) representa um sério
problema global de saude publica, afetando cerca de 3% de toda a populacdo humana
(Walker, 2010; Zeisel et al., 2009). A maior parte das infec¢des, cerca de 70% dos casos,
resulta em persisténcia do virus no organismo do hospedeiro, sendo a principal causa de
doenga cronica do figado, cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular. Os demais
individuos, menos de 30% dos casos, resolvem espontaneamente a infeccdo,
normalmente adquirindo uma imunidade protetora contra futuras exposi¢cdes ao
patégeno.

A resposta imune celular, sobretudo quando desencadeada de forma intensa nas
fases iniciais da infeccdo, parece desempenhar um papel fundamental no controle e
erradicacdo do virus. Alguns alvos imunodominantes sdo frequentemente observados em
pacientes HCV+, dentre os quais se destaca o epitopo NS31973 (CV/INGVCWTV) (Hiroishi et
al., 2010). No entanto, mesmo uma limitada variagdo em um destes alvos pode levar a
acao defectiva de CTLs HCV-especificos, o que levaria a persisténcia viral e a infeccdo
cronica (Wedemeyer et al., 2002).

Em um famoso estudo realizado em 2001, Wedemeyer e colaboradores
conseguiram expandir células T especificas para este alvo (CVNGVCWTV) a partir do
sangue de 55% (11/20) dos pacientes HCV+. Curiosamente, eles conseguiram expandir
células com a mesma especificidade a partir de 60% (9/15) dos controles saudaveis,
constituidos por doadores de sangue sem histérico de infec¢cdo por HCV (Wedemeyer et
al., 2001). No entanto, um segundo epitopo da mesma proteina foi reconhecido apenas

por linfécitos dos pacientes HCV+, ndo sendo reconhecido por nenhum dos controles. Os
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pesquisadores demonstraram ainda que os linfécitos expandidos na presenca do
peptideo de HCV apresentavam um fendtipo de memdria, defendendo a hipdtese de que
estas células haviam sido previamente estimuladas in vivo na presenga de algum alvo
heterdlogo, respondendo in vitro contra o HCV-NS31473 por um mecanismo de reatividade
cruzada.

Através de uma busca por identidade de sequéncia realizada com ferramentas do
GenBank (NCBI), os pesquisadores identificaram trés possiveis alvos de reatividade
cruzada. Destacou-se nesta andlise o epitopo de Influenza I1AV-NA,3; (CVNGSCFTV), que
compartilhava 77% (7/9) de sua sequéncia linear de aminoacidos com o HCV-NS3473,
incluindo os dois residuos de ancoragem ao alotipo de MHC humano HLA-A*02:01. Além
da similaridade de sequéncia, a origem do epitopo era coerente com a hipdtese dos
pesquisadores, uma vez que infecces por Influenza sao frequentes em humanos. Assim,
a infecgdo prévia por IAV poderia ser a explicacdo para a origem das células especificas
para HCV observadas em controles HCV-, sendo o epitopo IAV-NA,3; (CVNGSCFTV) o
primer para esta reatividade cruzada. Corroborando a hipotese dos autores, 44% (4/9)
dos controles HCV- que respondiam para HCV-NS31473 também reconheceram o alvo IAV-
NA,3; em um ensaio ex vivo de producao de IFN-gamma (Elispot). Os autores realizaram
varios outros experimentos para demonstrar que a resposta celular especifica contra o
alvo IAV-NA,3; também era gerada durante um processo normal de infeccdo por Influenza
(utilizando camundongos transgénicos HLA-A2+) e que existia reatividade cruzada entre
estes dois alvos. Eles discutem ainda que apesar destas evidéncias, o fato de nem todos
os controles terem reconhecido o alvo IAV-NA,3; sugere o possivel envolvimento de
reatividade cruzada com outros alvos ainda desconhecidos.

Posteriormente, um trabalho publicado por Kasprowicz e colaboradores sugeriu
gue esta reatividade cruzada entre Influenza e HCV era relativamente fraca e apresentava
uma direcionalidade preferencial no sentido HCV > IAV (Kasprowicz et al., 2008). Eles
encontraram poucas evidéncias de resposta contra IAV-NA,3; em controles saudaveis
(HCV-), mas descreveram a geracdo de células especificas para IAV-NA;3; apds o encontro

com HCV.
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Conforme descrito no capitulo Il, o grupo coordenado pelos professores Markus
Cornberg e Heiner Wedemeyer publicou um estudo avaliando a reatividade cruzada entre
28 variantes naturais do epitopo HCV-NS34473, cobrindo os seis gendtipos de HCV (Fytili et
al., 2008). Entre outros experimentos, eles imunizaram um individuo sauddvel com a
vacina experimental 1C41 (Firbas et al., 2006), que continha o epitopo imunodominante
HCV-NS31073 (CINGVCWTV). Apds a coleta de linfécitos e expansdo in vitro de uma
populacdo especifica para este alvo, eles testaram a producdo de IFN-gamma frente as 28
variantes naturais (no contexto do HLA-A*02:01). Neste estudo foi observada a
reatividade cruzada entre o tipo selvagem e variantes dos genétipos 4, 5 e 6 de HCV. Por
outro lado, variantes do gendtipo 1 (G1) apresentaram resposta heterogénea e nao foi
observada resposta significativa contra alvos dos gendtipos 3 e 4 (capitulo Il, Figura 10).

Com base nestes resultados, o nosso grupo utilizou pela primeira vez métodos
estatisticos multivariados para realizar o agrupamento de complexos pMHC de acordo
com sua similaridade estrutural. Apés a modelagem dos 28 epitopos no contexto do HLA-
A*02:01, nds realizamos o calculo do potencial eletrostatico na superficie dos complexos
e observamos que diferencas de carga em uma regido especifica poderiam explicar a
variacdo na producdo de IFN-gamma frente a uma mesma populagao de linfécitos. Nds
entdo extraimos valores (RGB) desta regido da imagem (obtida da superficie do
complexo) e utilizamos como entrada para uma andlise de componentes principais (PCA).

O PCA realizado com dados de uma regidao da superficie dos pMHCs conseguiu
agrupar corretamente os complexos (Figura 9). O Unico complexo que ndo apresentou
nenhuma resposta detectavel in vitro, G3-18, ficou completamente separado dos demais.
Além disso, foi possivel verificar a concentracdo de todas as variantes do gendtipo 3 e de
todas as variantes do gendtipo 2 em faixas bem determinadas, de acordo com a
distribuicdo do PC1 (eixo x). Os complexos com fraca resposta no genodtipo 1 também
cairam na faixa do gendtipo 2, enquanto todos os complexos com elevada producao de
IFN-gamma ficaram agrupados em uma faixa dominada pelos complexos do genétipo 6.
Tendo conhecimento da possivel reatividade cruzada com um alvo de Influenza
(Wedemeyer et al., 2001), nés também incluimos neste PCA um complexo apresentando

o peptideo de IAV-NA,3;. Como pode ser observado na Figura 9, o PCA posicionou este
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possivel alvo de reatividade cruzada exatamente ao lado do epitopo selvagem de HCV-
NS31073 (G1-01).

O passo seguinte, também abordado no capitulo Il, consistiu em uma triagem
virtual de 55 complexos apresentando epitopos de virus ndo relacionados. Estes
complexos haviam sido previamente modelados para a inclusao no banco de dados
CrossTope. Embora a analise de apenas uma regidao na superficie dos complexos pMHC
houvesse sido suficiente para “classificar” as 28 variantes de HCV-NS31973, nos
observamos que a variagdo estrutural (topografia e cargas) entre estes 55 complexos
envolvia outras regides na superficie. Assim, outras seis regides foram delimitadas e

incluidas no nosso procedimento de extracao dos valores RGB (capitulo V, Figura 8).
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Figura 9. Analise de componentes principais. O Unico alvo sem resposta detectavel in vitro
(G3-18) ficou isolado, enquanto o alvo selvagem (G1-1) agrupou com alvos que
apresentaram maior produgdo de IFN-gamma. De acordo com o PC1, foi possivel observar
a distribuicdo de faixas que incluiam todos os alvos dos gendtipos 2 e 3 (ndo
respondedores), agrupando todos os alvos com reatividade cruzada na faixa dominada por
alvos do gendtipo 6. Modificado de Antunes e colaboradores (Antunes et al., 2011).

Os valores extraidos destas sete regides foram utilizados como entrada para uma
andlise hierdrquica de agrupamentos (HCA), a qual indicou outros possiveis alvos de
reatividade cruzada para o HCV-NS31p73 (Antunes et al., 2011). No artigo que apresentou

os dados, foi salientada a similaridade estrutural com os alvos EBV-LMP23,5 € HIV-GAG77,
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cuja reatividade cruzada com HCV-NS3,973 foi posteriormente confirmada (capitulo IlI).
Mas o HCA de 2011 também incluia no mesmo cluster os alvos IAV-M1sg, CMV-pp65495 €
EBV-GP854,. Os dois primeiros foram recentemente testados in vitro frente a diferentes
populagdes de célula T especificas para HCV-NS31973 (coletadas de diferentes pacientes
HCV+), tendo sido reconhecidos em uma parcela dos casos (Zhang S, comunicacdo
pessoal). Em conjunto, estes dados demonstram o sucesso da nossa metodologia de
modelagem de complexos pMHC (D1-EM-D2) e da triagem virtual baseada nestas
estruturas, a despeito da variabilidade do sistema e das simplificagdes realizadas (como o
uso de imagens dos complexos).

Cabe salientar, que o complexo apresentando o epitopo IAV-NA,3; também foi
incluido neste HCA com 55 complexos. No entanto, contrariando o resultado do PCA, ele
ndo foi agrupado com o HCV-NS3ip73. Mais do que a diferenca entre as estatisticas
utilizadas, este resultado contraditério reflete a inclusdo de sete regides no HCA. Uma
delas (S7) recuperava valores especificamente de um ponto que apresentava divergéncia
(topografica) entre os alvos IAV-NA,3; e HCV-NS3,073 (Figura 10). Excluindo-se esta regiao
do HCA, os dois alvos eram agrupados (dados ndo apresentados). Esta aparente
discrepancia entre os resultados do PCA e do HCA vem ao encontro da discussdo sobre a
inconsisténcia dos resultados de reatividade cruzada envolvendo estes dois alvos. O
proprio Wedemeyer, que descreveu esta reatividade cruzada em um estudo realizado nos
Estados Unidos, estava tendo dificuldade em replicar seus dados apds seu retorno a
Alemanha (Wedemeyer H, comunicacdo pessoal). Os epitopos e o MHC eram os mesmos
testados anteriormente, o que mudava era a origem dos linfécitos utilizados para os
ensaios (de pacientes HCV+ ou doadores sauddveis, obtidos nas instituicdes locais). A
despeito de possiveis problemas técnicos com a padronizacdo dos experimentos, estes
resultados sugerem que esta reatividade cruzada ndo é muito frequente, depende da
populacdo de linfécitos utilizada no estudo e apresenta ainda uma direcionalidade

preferencial (Kasprowicz et al., 2008).
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Complexos com aspectos marcantes Complexos sem destaques estruturais Complexos apresentando reatividade
“pimenta” “baunilha” cruzada com o alvo referéncia

IAV-NA231:HLA-A0201 HCV-NS31073:HLA-A0201/3MRG EBV-LMP2329:HLA-A0201
(CVNGSCFTV) (CINGVCWTV) (LLWTLVVLL)

EBV-BRLF1109:HLA-A0201 EBV-BMLF1300:HLA-A0201/3MRE IAV-M158:HLA-A0201/2VLL
(YVLDHLIVV) (GLCTLVAML) (GILGFVFTL)

IAV-PA224-R7A:H2-DP/1YN7

IAV-PA224:H2-DP/1WBY LCMV-GP276:H2-DP/1JPF
(SSLENFRAYV) (SGVENPGGYCL) (SSLENFAAYV)

Figura 10. Comparacgao entre superficies de complexos envolvidos em reatividade cruzada.
Imagens da superficie de contato com o TCR, para cada pMHC, foram obtidas com o
programa GRASP2. Os dominios “alfa 1” e “alfa 2” da cadeia pesada do MHC sdo indicados
para cada complexo, bem como a regido ocupada pelo peptideo na fenda (quadro
delimitado em preto). Cores indicam a varia¢cdo do potencial eletrostatico em uma escala
que varia de -5 kT (vermelho) a +5 kT (azul). A identificacdo de cada peptideo:MHC ¢é
fornecida abaixo de cada complexo, juntamente com o cdédigo PDB da estrutura.
Complexos que ndo possuiam estrutura disponivel no PDB foram modelados. A sequéncia
dos epitopos também é indicada em cada complexo, com aminoacidos em vermelho
representando alteracbes em relacdo ao epitopo referéncia (coluna do meio). Setas
verdes indicam os aspectos marcantes dos epitopos com reatividade cruzada limitada
(coluna da esquerda, “sabor pimenta”). Epitopos da coluna central ndo apresentam
caracteristicas marcantes (“sabor baunilha”). Setas pretas e cinzas indicam a intensidade e
a direcionalidade preferencial da reatividade cruzada observada in vitro (capitulo 1V,
Figura 1).
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Considerando nosso sucesso na prospeccdo de alvos de reatividade cruzada
baseada em estrutura, independentemente da similaridade de sequéncia, e tendo em
vista as recentes publicacdes corroborando a ideia de que a similaridade estrutural entre
complexos pMHC é um dos principais fatores envolvidos no desencadeamento de
eventos de reatividade cruzada (Birnbaum et al., 2014; Shen et al., 2013), concluimos que
as diferengas estruturais observadas entre os complexos I1AV-NA,3;:HLA-A*0201 e HCV-
NS31973:HLA-A*0201 (Figura 10) sdo as provaveis responsaveis pelas limitagdes quanto a
reatividade cruzada observada in vitro e ex vivo.

Uma situacdo equivalente foi descrita no capitulo IV, envolvendo os epitopos EBV-
BRLF1,99 € EBV-BMLF139, também restritos ao contexto do HLA-A*02:01. Embora
reatividade cruzada entre estes alvos tenha sido descrita anteriormente (Cornberg et al.,
2010), dados posteriores indicam uma baixa frequéncia de reatividade cruzada e uma
direcionalidade preferencial no sentido EBV-BMLF13p > EBV-BRLF1lip9 (Selin LK,
comunicacdo pessoal). Nas nossas analises, um HCA incluindo alvos que apresentavam
reatividade cruzada com EBV-BMLF1l399 excluiu o EBV-BRLF1li59 como um alvo
estruturalmente relacionado (capitulo IV, Figura S2). Novamente, esta exclusdo era
ocasionada pela divergéncia estrutural (de potencial eletrostatico) em uma das regides
aferidas (Figura 10). Por sua vez, esta diferenca estrutural poderia também ser a
responsavel pelas limitacGes quanto a reatividade cruzada observada entre estes alvos.

Adicionalmente, esta diferengca estrutural entre complexos pMHC pode ter
consequéncias sobre o perfil da resposta celular desencadeada por diferentes alvos,
sobretudo no que tange a clonalidade e a selecdao de células com maior propensdo a
reatividade cruzada. Conforme discutido no capitulo 1V, estudos realizados com os
complexos IAV-PA,4:H2-D® e IAV-NP3gs:H2-D® indicaram que a presenca de uma

Ill

caracteristica estrutural “marcante” na superficie do pMHC estimula um conjunto diverso
de linfécitos T (Turner et al., 2005), com destaque para a dominancia de um repertoério
privado de TCRs (private specificities). No caso do IAV-PAj,4:H2-D® 0 “sabor marcante” era
proporcionado pela presenca de uma arginina em P7, um aminodcido com cadeia longa,
carregado positivamente, ocupando uma posi¢cdo no epitopo em que se projeta para fora

do MHC. Ao gerar um mutante com a perda desta arginina (IAV-PA,,4-R7A), os autores
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observaram uma alteracao no padrdo de clonalidade, caracterizado pela estimulacdo de
um conjunto mais restrito de linfécitos T e dominado pelo uso de TCRs publicos
(compartilhados entre diferentes animais). Estas estruturas também foram incluidas em
nossas anadlises em fung¢do da recente publicagdo de uma fraca reatividade cruzada entre
IAV-PA;,4 e LCMV-GP,75, com implicagcdes sobre a imunopatologia associada a infeccdo
por Influenza (Wlodarczyk et al., 2013). Um HCA realizado com estes complexos indicou
maior similaridade estrutural entre os alvos IAV-PA,,4-R7A e LCMV-GP,7, do que entre
este ultimo e o alvo selvagem IAV-PA,,4 ou o controle negativo IAV-NP3g (capitulo 1V,
Figura S3).

Em conjunto, estes dados sugerem que eventos de reatividade cruzada podem
ocorrer entre complexos que apresentam divergéncias pontuais na superficie de
interacdo com o TCR, desde que ainda assim compartilhem uma &rea (maior) de
similaridade estrutural. No entanto, esta divergéncia estrutural apresenta um impacto
sobre a frequéncia e as caracteristicas dos eventos de reatividade cruzada observados
entre estes alvos (Figura 10). A presen¢ca de uma caracteristica estrutural marcante
(“sabor pimenta”), por exemplo, acaba selecionando clones que interagem com grande
afinidade e de maneira especifica para esta caracteristica (Figura 11). Assim, a auséncia
desta caracteristica em um alvo heterélogo dificulta o reconhecimento por esta
populacdo de linfdcitos, prevenindo eventos de reatividade cruzada. Por outro lado, a
selecdo frente a um alvo sem uma caracteristica muito marcante, como o EBV-BMLF13q
ou o proprio HCV-NS31473, favorece a selecdo de células com maior potencial para o
reconhecimento heterdlogo. Estas células mais “promiscuas” reconhecem regides
compartilhadas por um conjunto maior de alvos, podendo incluir complexos com
divergéncias pontuais, revelando assim amplas redes de reatividade cruzada (capitulo 1V,
Figura 1).

Conforme discutido nos capitulos Il e 1V, o estreitamento da clonalidade é uma
caracteristica marcante em eventos de imunidade heteréloga mediada por reatividade
cruzada (Cornberg et al., 2006; Welsh & Selin, 2002). Cabe aqui uma diferenciacdo entre o
estreitamento de repertério discutido por Turner em 2005 e aquele discutido por

Cornberg em 2006, uma vez que se referem a momentos distintos da reposta celular.
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Turner discutiu que um alvo com “sabor marcante” estimula uma reposta policlonal, cujos
TCRs dos clones dominantes divergem bastante de um animal para o outro. Alvos menos
marcantes também estimulam uma resposta policlonal, mas existe menor variabilidade
de TCRs tanto comparando os diferentes clones de um mesmo individuo, quanto
comparando os clones dominantes entre individuos diferentes. Desafios homélogos, com
qualguer um dos alvos discutidos, devem manter a mesma (poli)clonalidade observada no
desafio primario, tendendo a manter também o mesmo perfil de dominancia (Cornberg et
al., 2006). Por outro lado, Cornberg e colaboradores demonstraram que em desafios
heterdlogos ndo existe manutencdo da resposta original. Ocorre estreitamento da
resposta (oligoclonal), sendo esta dominada por clones distintos, que poderiam estar
muito abaixo na hierarquia de dominancia observada na primeira resposta (Cornberg et

al., 2006).

Figura 11. Interagdo especifica entre o TCR e uma Arginina do epitopo. A. Superficie do
complexo IAV-PA224:H2-Db calculada com o programa GRASP2 utilizando-se o cristal obtido
na auséncia do TCR (1WBY). B. Superficie do mesmo complexo, utilizando-se o cristal
obtido na presenca do TCR (3PQY). C. Representacdo em cartoon do cristal 3PQY
indicando residuos de Tirosina do TCR que interagem diretamente com a Arginina P7 do
epitopo (R7), formando uma cavidade negativamente carregada (inversamente
complementar). A cadeia lateral do residuo R7 é apresentada em ball & stick. Os dominios
do TCR e do MHC sdo identificados com legendas e a localizagdo do residuo R7 é indicada
pelas setas verdes.
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Combinando estes momentos distintos de estreitamento da resposta, podemos
compreender a relacdo entre as diferengas estruturais de complexos pMHC e a
direcionalidade da reatividade cruzada. A imunizacdo com EBV-BRLF1,q9, por exemplo,
estimula uma ampla variedade de linfdcitos do hospedeiro, muitos dos quais apresentam
recombinac¢des V-D-J que sdo Unicas daquele individuo. Por ter uma caracteristica
marcante (carga negativa na superficie de contato com V-alfa), a resposta primaria sera
dominada por clones com alta especificidade por esta caracteristica. Em um novo
encontro com o mesmo alvo (desafio homdlogo), esta populagdo dominante continua
sendo a melhor “alternativa” para reconhecer o alvo, mantendo sua dominancia. Em um
desafio com EBV-BMLF1350, N0 entanto, a auséncia da caracteristica marcante faz com
que o clone dominante (original) perca a disputa para um dos outros clones vidveis, o
qual conseguia reconhecer com menor afinidade/avidez o alvo primario (EBV-BRLF11qg),
mas também consegue reconhecer com certa afinidade/avidez o alvo heterdlogo. Nesta
rodada de estimulacdo frente ao EBV-BMLF13q9, todos os clones que “dependiam” da
interacdo especifica com aquela caracteristica marcante serao perdidos, restando apenas
aqueles que conseguem reconhecer ambos os alvos (células propensas a reatividade
cruzada). Existe, obviamente, a possibilidade de ndo existir no conjunto amostrado
nenhuma célula capaz de responder para ambos os alvos. Caso haja, estas células
poderdo ser expandidas na presenca de EBV-BMLF135. Um novo desafio com EBV-
BRLF199 provavelmente indicara uma resposta mais fraca do que aquela observada na
primeira estimulacdo homéloga. Além disso, neste processo de estreitamento da resposta
e troca de dominancia, induzido pelo desafio heterdlogo, existe uma grande chance de
um clone com uma recombinacdo especifica daquele individuo se tornar o clone
dominante. Isso aumenta a heterogeneidade da resposta entre individuos.

Sdo inumeras as variaveis envolvidas neste sistema, o que dificulta sua
compreensdo, a testagem de hipdteses (reproducdo de dados) e a aplicacdo destes
conhecimentos tedricos no desenvolvimento de produtos ou servicos. A reatividade
cruzada ndo pode ser predita com precisdao absoluta através da andlise de complexos
pMHC. Por mais refinadas que estas analises se tornem, existira sempre o componente

varidvel e dindmico da manutencdo das populacdes de linfécitos em cada individuo. E o
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linfécito T CD8+, com sua especifica recombinacdo V-D-J, que dard a resposta definitiva
em cada caso, sobre a ocorréncia ou ndo de uma reatividade cruzada. No entanto, nossos
dados sugerem que cuidadosas andlises estruturais de complexos pMHC podem nos
fornecer estimativas confidveis a cerca da probabilidade de ocorréncia destes eventos,
uma informacao relevante que pode ter diversas aplica¢des praticas.

Conforme discutido no capitulo Ill, imunidade prévia ao alvo vacinal HCV-NS31973
influenciou significativamente o perfil da resposta frente a imunizagcdo com a vacina 1C41.
No entanto, ainda precisa ser determinado se a antecipa¢do na resposta (observada in
vitro) e sua manutencao apds vacinagdo (observada ex vivo) se refletem em imunidade
protetora frente ao desafio com o virus. Conforme discutido anteriormente, uma
imunidade parcial conferida por células de memaria que apresentam reatividade cruzada
pode ter efeito patogénico, sendo mediadoras de imunopatologias associadas a infeccdes
virais (Cornberg et al., 2013; Welsh & Fujinami, 2007; Wlodarczyk et al., 2013). Do mesmo
modo, a imunidade parcial conferida pelo reconhecimento de alvos de reatividade
cruzada em infecgdes mais frequentes, como EBV, Influenza, Herpes Simplex, HPV, entre
outros, pode ser uma das explicacbes para a variabilidade nos desfechos observados
frente a infeccdo por HCV e para a prevaléncia de infecgdes cronicas (levando a
imunopatologias hepaticas).

Seja para projetar vacinas com maior abrangéncia e eficdcia ou para detectar
possiveis desfechos patoldgicos, uma estimativa de reatividade cruzada seria de extremo
interesse. Durante muitos anos, a analise de similaridade de sequéncias foi a Unica
ferramenta disponivel para a identificacdo de alvos de reatividade cruzada. Mais tarde, o
compartilhamento de propriedades bioquimicas dos residuos dos epitopos foi sugerido
como uma das explicacdes para eventos de reatividade cruzada envolvendo alvos com
menor similaridade de sequéncia (Vieira & Chies, 2005), conceito que chegou a ser
empregado para a predicao de reatividade cruzada (Frankild et al., 2008).

Recentemente, a equipe coordenada pela pesquisadora Anne S. De Groot publicou
o JanusMatrix, uma ferramenta da empresa EpiVax, Inc. para a predi¢cdo de reatividade
cruzada em larga escala (Moise et al., 2013). Baseada na analise de cristais de complexos

TCRpMHC, foram identificados residuos do epitopo (posicdes) que normalmente
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interagem com o TCR e residuos que normalmente servem de ancora para o MHC. Assim,
a ferramenta divide o epitopo de interesse em duas “faces”: a face que contata o MHC e a
face que contata o TCR. Na pratica isso significa mapear quais residuos estdo em cada
face e utilizar este “padrao” como entrada para uma busca por identidade de sequéncia
em larga escala. O algoritmo permite ainda certa variabilidade dos residuos que compde a
face do MHC (aumentando sua sensibilidade), desde que nao prejudiquem a ligagdo com
o mesmo. A ferramenta foi inicialmente utilizada para mapear a ocorréncia de potenciais
alvos de reatividade cruzada em sequéncias proteicas obtidas do genoma humano, assim
como do microbioma e do genoma de virus e bactérias patogénicas. Os autores salientam
as possiveis aplicacdes da ferramenta, mas ponderam que esta analise em larga escala
esta voltada a aspectos populacionais, ndo sendo precisa no que se refere a respostas de
individuos ou o contexto de MHCs especificos. Salientam ainda que ela pode estar sujeita
a uma série de vieses, como erros de anotacao nas sequéncias fornecidas pelos bancos
pesquisados.

Apesar de o JanusMatrix considerar alguma flexibilidade nos padrdes utilizados e
permitir uma andlise em larga escala, sua base continua sendo a comparacdo por
similaridade de sequéncias. Conforme discutido nos capitulos Ill e IV, nossos dados
salientam a grande divergéncia de sequéncia entre alvos que compartilham
caracteristicas estruturais e apresentam confirmada reatividade cruzada in vitro,
considerando o contexto de um MHC especifico. A nossa técnica possui um grande
potencial de prospecc¢do, mas ainda apresenta limitagdes no que se refere a separacdo de
alvos com grande similaridade estrutural (capitulo IV). Uma das possiveis explicacdes é o
fato de ainda estarmos utilizando um numero limitado de regides, as quais ndo contém
toda a informacao presente na superficie de interacdo com o TCR.

No momento, estamos desenvolvendo um novo plugin para o software Imagel, o
qual permitird a importacdo automatizada de um nimero muito maior de regides (Figura
12). Associado ao uso do pvclust, que permite estimar a confiabilidade dos agrupamentos
no HCA, nds acreditamos que a ferramenta podera apresentar maior especificidade na
identificagdo de variagbes estruturais entre os complexos. Adicionalmente, outros

descritores dos complexos pMHC, como a acessibilidade de residuos de contato, podem
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ser também incorporados a analise (Anexo |). Por outro lado, isso diminui a sensibilidade
da técnica, sobretudo no que se refere aos casos de reatividade cruzada entre complexos
com divergéncias pontuais. Visando a identificacdo destes candidatos, nosso grupo
estuda também a possibilidade de gerar multiplos HCAs alternativos para um mesmo
conjunto de complexos, alternando as regides importadas para andlise. Desta forma,
pares como IAV-NA,3; e HCV-NS3,07;3 ndo seriam agrupados na anadlise com todas as

regides, mas seriam agrupados em varias das analises com um nimero menor de regides.

Figura 12. Nova proposta de selegao de regides para agrupamento de complexos pMHC.
Ao total, 42 regides de tamanho uniforme foram definidas sobre a imagem da superficie
do pMHC, cobrindo as principais areas de interagdo com as cadeias Va e VB do TCR. O
arquivo delimitando estas regides (RoiSet) foi salvo para uso no software Image) e um
plugin estad sendo desenvolvido para realizar a importacdo automatica dos valores RGB
destas regioes.

Apesar das limitacGes técnicas e da gigantesca complexidade deste sistema, a
reatividade cruzada é uma temadtica atual na imunologia, atraindo a atencdo e o
investimento de diversos setores. Neste contexto, o estudo de caracteristicas estruturais
de complexos pMHC pode fornecer estimativas Uteis para o planejamento de vacinas e a
prevencdo de imunopatologias, bem como contribuir para a compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos na ocorréncia de fendmenos imunolégicos

complexos.
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Abstract

Cytotoxic T-Lymphocytes (CTLs) are the key players of adaptive cellular immunity,
being able to identify and eliminate infected cells through the interaction with peptide-
loaded Major Histocompatibility Complexes class | (pMHC-I). Despite of the high
specificity of this interaction, a given lymphocyte is actually able to recognize more than
just one pMHC-I complex, a phenomenon referred as cross-reactivity. In the present
work, we describe the use of pMHC-I structural features as input for multivariate
statistical methods, in order to perform standardized structure-based predictions of
cross-reactivity among viral epitopes. Our improved approach was able to successfully
identify cross-reactive targets among 28 naturally occurring HCV variants and among 8
epitopes from the four Dengue Virus serotypes. In both cases, our results were supported
by multiscale bootstrap resampling and by data from previously published in vitro
experiments. The combined use of data from charges and Accessible Surface Area (ASA)
of selected residues over the pMHC-I surface provided a powerful way of assessing the
structural features involved in triggering cross-reactive responses. Moreover, the use of
an R package (pvclust) for assessing the uncertainty in the hierarchical cluster analysis
provided a statistical support for interpretation of results. Taken together, these methods
can be applied for vaccine design, both for the selection of candidates capable of inducing
immunity against different targets, and to identify epitopes that could trigger undesired

immunological responses.
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