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Resumo

A reatividade cruzada ¢ definida como a capacidade de um linfocito T em
reconhecer, no contexto do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC),
peptideos ndo relacionados, provenientes de um mesmo organismo ou mesmo de
organismos heterologos. Este fendmeno ja foi descrito em inimeros trabalhos, embora
0s mecanismos que permitam este reconhecimento cruzado ainda ndo tenham sido
completamente estabelecidos. O reconhecimento do complexo MHC:peptideo (pMHC)
pelo Receptor de Célula T (TCR) leva a lise da célula apresentadora, o que torna a
reatividade cruzada alvo de profundo interesse em estudos que envolvem os mecanismos
citotoxicos da resposta imune. Neste trabalho realizamos um estudo in silico da possivel
ocorréncia de reatividade cruzada entre os epitopos virais PAjsso3z (Influenza) e
HBsAgys.39 (HBV) no contexto do MHC murino H-2D°. O complexo H-2Db:PA224_233
(DbPA224_233) possue estrutura depositada no Protein Data Bank (PDB) sob o cédigo de
acesso 1WBY, enquanto a estrutura do complexo DbHBsAgzg_39 ainda ndo foi
determinada. Utilizando o programa AutoDock 4 para realizar o docking do epitopo ao
MHC e o pacote GROMACS para realizar a minimizagao de energia (EM) das estruturas
geradas, conseguimos construir o complexo DbHBsAg30_39. O programa GRASP2 foi
utilizado para as andlises de topologia e distribuicdo de cargas do complexo. A
comparagdo entre a estrutura 1WBY e o complexo gerado indicou forte correlacao
estrutural, contudo identificamos uma diferenca de cargas em uma posic¢ao critica para o
reconhecimento pelo TCR. Para contornar esta diferenca, construimos um epitopo de
Influenza mutado (R7W) e repetimos as andlises. Este novo peptideo apresentou alta
afinidade pelo MHC e maior semelhanca com o epitopo de HBV, possivelmente
induzindo reatividade cruzada. A estratégia desenvolvida para a realizagdo deste
trabalho pode ser utilizada para simular complexos pMHC formados com qualquer
epitopo e o estudo de topologia/potencial do complexo formado nos permite comparar
dois diferentes complexos pMHC sob o ponto de vista do TCR, possibilitando discutir
reatividade cruzada in silico. Em conjunto, estas técnicas apresentam grande potencial
de aplicacdo no estudo de patologias autoimunes e no desenvolvimento de vacinas

antivirais de amplo espectro.



Introducao

O sistema imune realiza uma constante vigilancia no organismo e respostas
imunologicas estao sendo montadas a todo o momento, independentemente da existéncia
de infec¢des ou processos patoldgicos. As interacdes quimicas e celulares que formam a
base dos processos neste sistema nunca deixam de ocorrer, sendo contudo, reguladas em
intensidade de acordo com o estado imunoldgico do individuo e a interagdo com o
ambiente (Coombes & Powrie, 2008). Um dos exemplos mais claros desta constante
vigilancia ¢ a rota de apresentacdo de antigenos pelo Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) de classe L.

O MHC foi descoberto como um Jocus’ extenso com genes altamente
polimorficos, que determinavam o resultado de transplantes de 6rgdos entre pessoas.
Apesar do nome equivocado, heranga do contexto em que foi descoberta, a funcdo
fisiologica desta molécula ndo guarda qualquer relagdo com hiscompatibilidade, sendo
responsavel pela apresentacao de peptideos na superficie celular. Os genes MHC podem
ainda ser subdivididos em pelo menos dois grupos principais — MHC de classe [ e MHC
de classe II — que codificam proteinas estruturalmente distintas mas homologas. As
moléculas do MHC de classe II estdo envolvidas na apresentagdo de peptideos
exogenos” para reconhecimento pelos linfocitos T CD4+. Elas estdo presentes em um
grupo restrito de células (p.e. macrofagos, células dendriticas e linfocitos B) conhecidas
como apresentadoras profissionais de antigenos (APCs). Em contraste, as moléculas do
MHC de classe I estdo presentes em todas as células nucleadas do organismo, inclusive
nas APCs.

O MHC de classe I ¢ formado por duas cadeias polipeptidicas ligadas de forma
ndo covalente, sendo uma cadeia pesada (cadeia o) e uma subunidade invaridvel ndo
codificada no mesmo /ocus, chamada [3;-microglobulina. Os segmentos amino-terminais
(N-term) da cadeia a (a0 1 e 02), interagem formando uma plataforma de oito B-folhas
pregueadas na qual se apoiam duas a-hélices paralelas. Este conjunto forma a chamada

“fenda” do MHC-I, um espago com tamanho suficiente para abrigar peptideos com

1 . ~ . © o~ ’
Localizagao fisica, ou posi¢@o, de um gene especifico em um cromossomo.
Peptideos longos (30 aminoacidos ou mais) oriundos de proteinas extra-celulares que foram endocitadas
por fagdcitos e degradadas por hidrolases em endossomos.
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comprimento entre oito € onze aminodcidos. A molécula de MHC-I totalmente montada
¢ um heterodimero que consiste nas duas cadeias (o e ,-microglobulina) e um peptideo
endogeno’ ligado a ela, sendo que a expressdo estavel deste complexo na superficie
celular requer a presenca dos trés componentes (Hammer e cols, 2008).

O locus do MHC abriga ainda outros genes envolvidos na geracdo desses
segmentos protéicos - epitopos - que serdo apresentados aos linfocitos T citotoxicos
(CD8+) no contexto do MHC-I. Entre eles destacam-se as seqiiéncias codificadoras de
um complexo enzimatico com atividade proteasica - o proteossomo — e do Transportador
Associado ao Processamento de Antigenos (TAP). Uma amostra de todas as proteinas
celulares é marcada pelo processo de ubiquitinagio’ o que as direciona para o
proteossomo. Este complexo ¢ formado por um core central (20S) altamente conservado
e por subunidades regulatdrias (19S ou 11S). A subunidade 19S tem alta afinidade pela
ubiquitina, sendo ainda capaz de realizar o desdobramento, ATP dependente, da proteina
ubiquitinada, direcionando a sequéncia de aminoacidos semi-desnaturada para a regido
central do complexo (Wang & Maldonado, 2006). No core a proteina sera digerida,
liberando ubiquitinas que serdo reaproveitadas e peptideos menores que serdo
transportados pela TAP para o Reticulo Endoplasmatico (ER). Os cortes do proteossomo
irdo gerar com exatiddo a extremidade carbdxi-terminal (C-term) dos epitopos
apresentados pelo MHC-I, existindo uma “sintonia” entre proteossomo, TAP ¢ MHC em
termos de afinidade em C-term por um aminodcido (ou um grupo fisico-quimico), sendo
esta semelhanca provavel fruto da co-evolucgdo destes que sdo passos decisivos dentro de
uma mesma rota (Paulsson, 2004). A extremidade N-term, no entanto, ndo ¢ gerada pelo
proteossomo, € os peptideos transportados pela TAP sofrerdo ainda um desbastamento
amino-terminal — por proteases do ER, como ERAP - antes de serem enfim carregados
na cadeia nascente do MHC-I (Falk & Rotzschke, 2002).

O encaixe do epitopo na fenda do MHC ¢ realizado por um Complexo de

Carregamento do Peptideo (PLC) que, além das duas cadeias do MHC-I recém

3 Peptideos curtos (8-11 aa) oriundos de proteinas citosolicas que foram degradas por proteases da célula.

* Uma cascata de eventos envolvendo as enzimas El, E2 e E3 adiciona uma cauda de ubiquitinas a
seqiiéncia alvo. A ubiquitina é uma proteina com 76 aminoacidos, altamente conservada nos
eucariotos (Wang & Maldonado, 2006).
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sintetizado, envolve uma série de chaperonas’ do ER e moléculas acessorias,
destacando-se as proteinas calnexina, Bap31, ERp57, tapasina e a propria TAP. Sabe-se
que Bap31 esta envolvida na agregagdao de complexos pMHC em sitios de saida para a
exportacdo do ER (Zhang & Williams, 2006). A cadeia nascente do MHC-I (a) ¢
direcionada ao ER onde ¢ “recebida” e estabilizada pelas chaperonas Grp78 e calnexina.
A ligacdo da cadeia fB-microglobulina induz a substituicdo da calnexina por uma
chaperona ortéloga, a calreticulina (CRT) e neste ERp57 e tapasina sdo também
recrutadas, formando o PLC (Fig 1). A ERp57 - uma tiol oxidoredutase - ¢ conhecida por
catalizar a formacao de pontes dissulfeto, estando, em conjunto com a CRT, envolvida
no dobramento correto e na maturagdo de uma série de glicoproteinas do ER, bem como
do proprio MHC-I. O prolongado tempo de interagao da ERp57 com o MHC-I e com os
demais integrantes do PLC indica uma provavel fun¢ao desta chaperona na formacao da
fenda e na liga¢do do peptideo (Purcell & Elliott, 2008), conforme sera posteriormente
abordado neste trabalho. A tapasina ¢ uma proteina responsavel pela colocalizacdo entre
o PLC e a TAP. Esta proteina liga-se covalentemente a ERp57 e possue diversas fungdes
ja conhecidas, tanto sobre o MHC quanto sobre a TAP. Acredita-se também que este
heterodimero, ERp57-tapasina, seja responsavel pelo processo de edicdo do peptideo
apos a dissociacdo entre a TAP e o complexo pMHC recém construido (Wearsch &

Cresswell, 2007).

Pepleden Simal Cadeia pesxin
dix MUHC-1

Calnexims
=

Profenssmmn
Eihresarmin 5y -‘ "’ 'l-]u.'[.ll;sh.'u:
- I_jd ..j

Figura 1. Os componentes do Complexo de Carregamento do Peptideo (PLC). A cadeia nascente do MHC-I

5 , . ,
Proteina que auxilia o enovelamento de outras proteinas.



(o) € direcionada para o ER por um peptideo sinalizador (clivado posteriormente) sendo translocada ao
limen desta organela pela particula reconhecedora de sinal (SRP). Dentro do ER, um grupo de chaperonas e
moléculas acessorias ¢ recrutado para dar estabilidade ao MHC recém sintetizado e ainda realizar o
carregamento, em sua fenda de ligagdo, dos peptideos oriundos do processamento de proteinas citosolicas.

Modificado de Purcell & Elliott, 2008. (continuagdo legenda fig.1.)

Apods a completa montagem do pMHC, este ¢ encaminhado para a superficie
celular onde, conforme ja apresentado, sofrerd reconhecimento pelos linfocitos T
citotoxicos através da interagdo com o Receptor de Célula T (TCR), processo este
estabilizado pela molécula acesséria CD8. O receptor de células T ¢ uma estrutura
heterodimérica compreendida por uma cadeia a e uma cadeia B ou, alternativamente,
uma cadeia Y e uma O. Dentro de cada uma dessas cadeias existem trés sitios
hipervaridveis, conhecidos como regides determinantes de complementariedade (CDRs),
os quais se protraem como algas do TCR e realizam o contato direto com sitios do
peptideo e da molécula de MHC (Brehm et al., 2004). Os linfocitos T sofrem um rigido
processo de selecdo no timo onde, mediante competi¢do por estimulos, linfocitos ndo
responsivos sdo negligenciados e morrem, linfocitos altamente auto-reativos sdo
negativamente selecionados, restando potencialmente uma populagao de linfocitos cujo
TCR possui apenas baixa afinidade por peptideos proprios (Sohn & cols, 2007).

Através da rota de apresentacdo de peptideos enddgenos, que envolve desde o
proteossomo até a apresentagdo ao TCR, peptideos proprios estdo sendo constantemente
apresentados aos linfocitos CD8+ por todas as células nucleadas do organismo. De
acordo com o processo de selegdo timica, resumidamente apresentado neste texto,
complexos pMHC apresentando epitopos proprios, na periferia, ndo serdo reconhecidos
pelo TCR. Esta constante vigilancia ¢ de suma importancia na prevengdo € na resposta
contra patologias celulares, especialmente infec¢des virais e oncogénese (Hammer e
cols, 2008).

Sendo parasitas intracelulares obrigatdrios, os virus infectam sua célula alvo e
induzem a realizagdo dos processos necessarios a sua replicacdo. Independentemente da
estratégia utilizada, que varia muito de acordo com o virus e seu tipo de genoma,
proteinas virais serdo produzidas em grandes quantidades e liberadas no citoplasma da
célula infectada. Inevitavelmente, algumas moléculas destas proteinas sofrerdo o
processo de ubiquitinacdo, sendo entdo encaminhadas para a via do MHC-I. Os epitopos
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virais no contexto do MHC, normalmente distintos dos pMHC proprios, serdao
reconhecidos por TCRs levando a ativagdo do linfocito T CD8+, liberacdo de seu
conteudo citotdxico e conseqiiente lise da célula infectada.

A liberagdo da citotoxidade celular ndo €, no entanto, a Unica conseqiiéncia
possivel apos o contato entre pMHC e TCR. A intensidade desta interacdo pode variar
dentro de um amplo espectro de possibilidades, desencadeando diferentes
comportamentos no linfécito, entre os quais destacam-se a ativagdo, a expansdo clonal e
o processo de anergia (Nel, 2002). Nao obstante, uma conseqiiéncia deste contato pode
ser a geracdo de linfécitos T de memoria, mecanismo central na resposta imune
adaptativa e com especial importancia para o desenvolvimento de vacinas profilaticas
(Seder e cols, 2008). Apos sofrer infecgdo com um determinado virus, ou ser vacinado,
inicia-se no organismo uma resposta imunologica que deverd eliminar o agente e gerar
células de memoria. O advento de um segundo contato, com o mesmo agente, reativa
estas células de memoria que, sendo especificas para o virus infectante, guiardo uma
resposta rapida e eficaz, impedindo que o virus desencadeie seu efeito patoldgico sobre
o organismo infectado. No entanto, o contato com um segundo agente — diferente
daquele presente no primeiro contato — pode também recrutar uma parte destas células
de memorias, as quais serdo ativadas, podendo proteger o individuo contra este agente
desconhecido. Este fendmeno pelo qual um contato prévio com um agente induz um
estado de imunidade que pode conferir protecdo parcial contra outros agentes
(relacionados ou nao), ou afetar de maneira significativa a resposta ao segundo agente
(causando alteragdes no curso da patologia) foi denominado imunidade heterdloga. Este
fendmeno ¢ dependente da historia imunolégica® do hospedeiro, dos linfocitos de
memoria que ele possui e esta envolvido em uma série de eventos como resposta efetiva
a um patdgeno (clearance), infeccdo viral cronica e indug¢do de autoimunidade (Welsh &
Selin, 2002).

Conforme apresentado anteriormente, o reconhecimento de um complexo pMHC
por um TCR especifico permite a geracdo da resposta e a indugdo de memoria. As
células de memoria ndo alteram a especificidade de seus TCRs, logo, a reativacio deste

grupo de células ¢ dependente do reconhecimento dos novos pMHCs, pelos mesmos

% 0 conjunto de infecgdes ao longo da vida do hospedeiro altera sua resposta a infecgdes futuras.
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TCRs das células de memoria. Considerando que infec¢des subseqiientes com virus
heterdlogos gerardo complexos pMHC apresentando diferentes peptideos virais, a
imunidade heterologa sé ¢ possivel mediante um reconhecimento degenerado por parte
do linfécito T. O termo reatividade cruzada foi utilizado para definir esta capacidade de
um linfécito T em reconhecer peptideos nao relacionados, provenientes de um mesmo
organismo ou mesmo de organismos heterélogos (Welsh & Fujinami, 2007).
Contrariando a visdo classica da imunologia, acredita-se que um mesmo TCR possa
reconhecer mais de um milhdo de diferentes complexos pMHC (Mason, 1998) e ha cada
vez mais dados corroborando a ocorréncia de reconhecimento degenerado pelo TCR
(Godfrey e cols, 2008). Um dos principais motivos para a ocorréncia deste fendmeno
parece ser a limitagdo de espago imposta ao sistema imune. Cada vez que uma
populagcdo de células expande, uma outra populacdo de células deverd ser eliminada,
mantendo o nimero total de linfocitos relativamente estavel. Nao sera possivel, portanto,
guardar células de memoria contra todos os antigenos com os quais se teve contato
sendo, neste contexto, de especial importancia a existéncia de células de memoria “cross
reativas”’, as quais poderdo maximizar a capacidade de resposta do pool de memoria
enquanto minimizam o espaco fisico necessario a seu armazenamento (Welsh & Selin,
2002; Selin e cols, 2004). A reatividade cruzada est4 possivelmente envolvida em muitos
outros mecanismos do sistema imune, como na sele¢do positiva de timdcitos imaturos’,
na inducdo de autoimunidade por mimetismo molecular, na diferenciacdo de linfocitos e
na manutencao da memoria de longo prazo (Reali e cols, 1999; Regner, 2001).

A reatividade cruzada € citada em muitos trabalhos, sendo discutida ha varios
anos. Os trabalhos mais antigos se referiam a este fendmeno como um achado, ndo
fazendo maiores referéncias aos mecanismos envolvidos. Trabalhos posteriores
conseguiram relacionar a ocorréncia deste fendmeno a semelhangas na seqiiéncia de
aminoacidos dos epitopos envolvidos, o que determinaria uma semelhanca entre os
pMHC formados e explicaria o reconhecimento cruzado. Nessa linha foram descritos
varios casos de reatividade cruzada, entre eles a presenca de células T CD8+ especificas
para um epitopo imunodominante do virus da hepatite C (HCV) entre doadores de

sangue que ndo possuiam uma historia de infeccdo nem por HCV nem pelo virus da

7 . ;. . ~ .
Linfocitos T imaturos em processo de selecdo no Timo.
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hepatite B (HBV), mas que ja haviam sido infectadas pelo virus Influenza (IV), agente
causador da gripe verdadeira. Neste trabalho, publicado em 2001, Wedemeyer e
colaboradores identificaram os epitopos NAj31.239 (IV) € NS31¢73.1081 (HCV) como alvos
da reatividade cruzada, sendo que estes compartilhavam 7 de seus 9 aminoéciodos.
Embora a semelhanga entre as seqiiéncias dos epitopos visivelmente colabore com o
reconhecimento cruzado, muitos estudos recentes passaram a relatar a ocorréncia de
reatividade cruzada entre epitopos que divergiam em mais de 50% de sua seqiiéncia
simples de aminoacidos. Em um estudo publicado em 2005, Sandalova e colaboradores
demonstraram que dois epitopos (um viral € um préoprio) compartilhando apenas 44% de
sua seqiiéncia, quando apresentados pelo mesmo alelo de MHC, apresentavam estrutura
praticamente idéntica. A superficie dos complexos pMHC formados compartilhava ainda
topologia e distribui¢do de cargas, sendo esta semelhanga estrutural sugerida como
responsdvel pelo reconhecimento cruzado e, neste caso, desenvolvimento de uma
patologia autoimune.

Apesar de todos os dados gerados, e da visivel importancia da reatividade
cruzada em intimeros processos imunoldgicos, incluindo potencial uso no
desenvolvimento de vacinas (Vieira & Chies, 2005), mais estudos sdo necessarios para
esclarecer as duvidas que ainda restam sobre as bases fisicas e quimicas envolvidas no
reconhecimento do pMHC pelo TCR. O desenvolvimento de novas técnicas capazes de
facilitar, agilizar e reduzir custos nos processos de indentifica¢do e testagem de epitopos
“cross reativos” também seria de extrema importancia, tanto para a pesquisa basica
quanto para aplicagdes voltadas a clinica.

Algumas técnicas computacionais j& estabelecidas poderiam ser empregadas
neste contexto, desde que observados os parametros e restricdes relativos ao sistema
imune. O docking molecular ¢ uma importante ferramenta computacional que permite
“encaixar” um ligante a seu receptor ou explorar os possiveis sitios de interagdo entre
um composto € uma proteina de interesse (Mortris e cols, 1998). Esta ferramenta vem
sendo utilizada no design de farmacos e estudos de interacdo sitio-especifica,
colaborando para a melhor compreensdo do funcionamento de certos compostos e para o
desenvolvimento de novas drogas (Cavasotto & Orry, 2007). Para refinar os modelos

gerados por docking utiliza-se o processo de Minimizacdo de Energia (EM), técnica que
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simula in silico o comportamento do complexo de interesse em solugdo aquosa®, o que
induz a proteina e o ligante a adotarem uma conformagao mais estavel, provavelmente
mais proxima da que ocorreria in vivo (Kmiecik e cols, 2007).

Neste trabalho utilizamos dois epitopos virais como modelos para um estudo de
reatividade cruzada in silico. Um dos epitopos ja possuia estrutura cristalografada —
complexado ao alelo de MHC murino H-2D" - depositada no Protein Data Bank (Meijers
e cols, 2005). O outro epitopo selecionado para o estudo, no entanto, ndo possuia
estrutura determinada. Através do uso de docking molecular e EM, estabelecemos um
protocolo que permite construir complexos pMHC com qualquer epitopo de interesse,
partindo de sua seqiiéncia simples de aminodcidos. De posse de ambos os complexos
pMHC, partimos para um estudo da superficie destes complexos, analisando sobretudo a
topologia e a distribuicdo de cargas. Nossos dados sugerem ser esta uma boa estratégia
para estudos de reatividade cruzada, permitindo a répida e barata (todos os programas
sdo disponiveis sem custo) identificacdo e andlise dos epitopos com potencial para

induzir autoimunidade ou imunidade heterdloga.

8 .. . ~ . ’ . I3
O processo de Minimizagao de Energia também pode ser realizado no vécuo.
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Historico

Os linfocitos T CD8+ reconhecem peptideos processados, que sdo apresentados
na superficie celular no contexto do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)
de classe I [1]. Os peptideos apresentados sao seqiiéncias curtas contendo de oito a doze
aminoacidos, chamadas de epitopos. Estas seqiiéncias sdo derivadas de proteinas
enddgenas a célula, ou seja, podem ser tanto provenientes de proteinas citosdlicas
proprias quanto de proteinas pertencentes a parasitas intracelulares, o que torna esta rota
um importante mecanismo de defesa antiviral [2]. A interagdo entre o Receptor de Células
T (TCR) e o complexo MHC:peptideo (pMHC) pode ser bastante degenerada e alguns
estudos demonstram que um mesmo TCR pode reconhecer até 10° diferentes
combinagdes de pMHC [3]. Esta capacidade de um linfocito T em reconhecer peptideos
ndo relacionados, provenientes de um mesmo organismo ou mesmo de organismos
heterdlogos, ¢ denominada reatividade cruzada [4].

Imunidade heterdloga ¢ um termo utilizado para descrever uma imunidade
parcial que ocorre em resposta a um patogeno quando o hospedeiro foi previamente
infectado ou imunizado com outro patégeno nao relacionado. Este fenomeno, diretamente
relacionado ao mecanismo de reatividade cruzada, ¢ dependente da historia imunoldgica
do hospedeiro, dos linfocitos de memoria que ele possui e esta envolvido em uma série de
eventos como resposta efetiva a um patdgeno (clearance), infeccdo viral cronica e
inducao de autoimunidade [5].

Existem muitos relatos de imunidade heterologa entre infecgdes por virus nao
relacionados e de autoimunidade induzida por mimetismo (ou mimica) molecular [6, 7],
mas os mecanismos que possibilitam esta imunizacdo cruzada ainda ndo foram
completamente esclarecidos [4]. A maioria dos trabalhos que se propde a estudar
reatividade cruzada utiliza como modelo epitopos que compartilham entre si a maior
parte da seqiiéncia de aminoacidos [8], no entanto, ja foram demonstrados in vitro alguns
casos de reatividade cruzada entre epitopos que compartilhavam menos de 40% da
seqiliéncia [9].

O antigeno de superficie da hepatite B apresenta alto poder de imunizagao,

sendo utilizado para o desenvolvimento de vacinas e para monitoragdo da imunidade
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induzida pela vacina anti-HBV. Um dos epitopos desta proteina ¢ o peptideo
imunodominante HBsAgss39 (IPQSLDSWWTSL) [10]. O epitopo PAz4.233
(SSLENFRAYV) da proteina polimerase 2 do virus Influenza A [11] compartilha apenas
dois aminodcidos com o HBsAg,s 39, contudo, sete de seus dez aminoacidos pertencem ao
mesmo grupo fisico-quimico dos aminoacidos correspondentes no epitopo de HBV.
Considerando que a topologia e a distribui¢do de cargas do complexo pMHC sao criticos
para a interacdo com o TCR e que a estimula¢do do linfécito depende da interagdao com
apenas alguns aminoécidos do epitopo [5] e ndo necessariamente com toda a seqiiéncia,
acreditamos que os epitopos acima descritos sejam bons candidatos a um estudo de
reatividade cruzada.

O docking molecular vem sendo utilizado com sucesso para realizar a
complexacgdo entre um ligante e seu receptor ou explorar os possiveis sitios de interacao
(caso existentes) entre um composto € uma proteina de interesse [12]. Vérios trabalhos
descrevem o uso desta ferramenta no design de farmacos e estudos de interagdo sitio-
especifica, colaborando para a melhor compreensdo do funcionamento de certos
compostos e para o desenvolvimento de novas drogas [13]. Para refinar os modelos
gerados por docking utiliza-se a Minimiza¢ao de Energia (EM). Esta técnica, que pode
ser realizada em solugdo aquosa ou no vacuo, induz a proteina e o ligante a adotarem uma
conformacdo mais estavel, provavelmente mais proxima da que ocorreria in vivo [14, 15].

A estrutura do epitopo PAj,4.233 cristalografado no contexto do alelo H-2D", est4
disponivel no Protein Data Bank (PDB) [16] sob o codigo de acesso 1WBY. Neste
trabalho, através do uso combinado de docking e EM, construimos a estrutura do epitopo
HBsAgs0.39 no contexto do alelo H-2D° (DbHBSAg30_39), a fim de utilizé-lo — em conjunto
com a estrutura IWBY - no estudo da superficie destes complexos, comparando
sobretudo a topologia e a distribui¢do de cargas. Acreditamos que a estratégia utilizada
para a constru¢gdo do complexo DbHBsAggo_gg, seguida do uso de programas de
visualizagdo que permitem analisar a topologia do complexo gerado, a distribui¢do de
cargas e a conformagdo espacial dos aminoacidos responsaveis pela interagdo, permite
estudar novos complexos pMHC sob o “ponto de vista” do TCR e inferir um possivel
mecanismo de reatividade cruzada entre dois epitopos distintos [7]. J& foram

determinados quais aminoacidos do epitopo sdo os mais importantes para a ligacdo ao
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MHC [17], assim como foi descrito que os aminoacidos centrais do epitopo sdo decisivos
para o contato com o TCR e a inducao do linfécito T [5], mas as bases moleculares dessa
interacdo e da propria hierarquia de imunodominéncia dos epitopos permanecem pouco
conhecidas [4]. Através de estudos que verifiquem a estrutura dos epitopos no contexto
do MHC poderemos potencialmente chegar a um conhecimento mais claro sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e estruturais que determinam fendmenos como
imunodomindncia e mimica molecular, utilizando entdo tal conhecimento no

desenvolvimento de vacinas mais abrangentes [18] e na prevencao de autoimunidade.

Resultados

Analise de geragao do epitopo HBsAgs.39

A fim de confirmar a capacidade de geracdo do epitopo HBsAg»s.39 pela via do
MHC-I e avaliar seu potencial em ser apresentado pelo alelo H-2D", foi realizado um
estudo da geragao deste epitopo. A compilagdo dos dados obtidos indicou que o processo
de clivagem do HBsAg gera o peptideo TIPQSLDSWWTSL, o qual serd transportado
pelo Transportador Associado ao Processamento de Antigenos (TAP) para o reticulo
endoplasmatico onde sofrerd um desbastamento N-terminal, tornando-se o decamero (10-
mer) QSLDSWWTSL, que sera apresentado no contexto do alelo de MHC-I murino H-
2D".

Identificagao de um padrao estrutural alelo especifico

Realizamos uma busca por todas as estruturas de MHC murinos depositadas no
PDB e analisamos a conformacgao dos diferentes epitopos aos quais estes MHCs estdao
ligados. Encontramos um padrdo conformacional alelo-especifico, demonstrando que a
estrutura tridimensional do epitopo apresentado ndo ¢ intrinseca a sua seqiiéncia de
aminodcidos, mas ativamente determinada pela fenda do MHC-I, a qual varia de acordo
com o alelo (Figuras 1 e 2). Os dados estruturais dos ligantes de H-2D" ¢ H-2K" (alelos
murinos com maior nimero de estruturas depositadas no PDB) foram cruzados com
informagdes sobre suas posi¢des de ancoragem e estrutura da fenda, demonstrando

claramente quais regides eram mantidas rigidas e em quais havia possibilidade de
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variacdo das cadeias laterais, para dar especificidade ao contato com o TCR (Figura 3).
Estabelecimento de uma estratégia para a construgao de complexos pMHC

A existéncia de um padrdo estrutural alelo-especifico nos permitiu desenvolver
um procedimento através do qual um epitopo jé cristalografado - no contexto do MHC de
interesse - ¢ utilizado como molde para a constru¢do da estrutura de um outro epitopo que
se deseja estudar (vide métodos). Esta estratégia conseguiu reproduzir a estrutura
cristalina 1WBY, com um valor de Root Mean Square Deviation (RMSD) igual a 1,3 A
(calculado sobre todos os atomos do epitopo), sendo que, de acordo com a literatura,
médias de desvio inferiores a 2,2 A sdo consideradas reproducdes validas [19]. A energia
de ligagdo (BE) apresentada pelo docking flexivel deste epitopo “modelado” foi de
-12,57 kcal/mol, enquanto a BE do docking rigido do epitopo original apresentou valor de
-12,82 kcal/mol (valor utilizado como referéncia para as demais analises). Esta
abordagem também mostrou-se capaz de reproduzir a estrutura de um pMHC envolvendo
o alelo H-2K", utilizando um arquivo PDB como molde para o epitopo e outro arquivo
PDB como doador da estrutura do MHC, embora este procedimento ndo tenha sido tdo
eficaz, em func¢do de diferengas entre as estruturas cristalografadas.

A reprodutibilidade da estratégia foi testada pela reproducdo do epitopo
SSIEFARL (Glicoproteina B de HSV) no contexto do alelo H-2K” (1RJY), utilizando
como molde um epitopo do precursor do receptor de insulina de camundongo - seqiiéncia
GNYSFYAL (1LK2) - ¢ como doador do MHC uma estrutura de H-2K" disponivel sob o
codigo 3C8K (cristalografada apresentando um epitopo de ovoalbumina). O melhor
resultado do Dock 2 apresentou BE = -11,47 kcal/mol. Como o complexo gerado e a
estrutura original ndo possuem o mesmo numero de atomos, o RMSD foi calculado
apenas sobre a cadeia principal do pMHC, apresentando valor de 1,13 A. No entanto, a
analise da superficie apresentou algumas diferencas de carga e topologia, inclusive em

regides do MHC.

Estudo in silico do potencial de reatividade cruzada entre os epitopos virais PA,,,.
233 (Influenza) e HBsAgys.39 (HBV)
O resultado do docking indicou alta energia livre de ligagdo entre o epitopo

HBsAgs039 € o alelo H-2D° (BE = -13,13 kcal/mol) e a topologia do complexo
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apresentava forte semelhanga com a estrutura pMHC do epitopo PAy4.233 (Figuras 4A e
4B). O epitopo de Influenza apresentava, no entanto, uma crista com carga positiva que
ndo possuia correspondente na estrutura do epitopo de HBV. Esta crista, conferida por
uma arginina na posi¢do 7 do epitopo (p7) - justamente uma das posi¢des onde havia
diferenca fisico-quimica entre as seqiiéncias - encontra-se em uma regido critica de
contato com o TCR, o que talvez dificulte uma possivel reacdo cruzada. No intuito de
melhor explorarmos o modelo utilizado, desenhamos um ligante alternativo (APL) de
Influenza, com uma muta¢do R7W, tornando-o mais semelhante ao epitopo de HBV. A
andlise de geracdo deste APL ndo apresentou alteragcdes com relacdo ao resultado do
epitopo original e ambos apresentaram o mesmo escore de ligacdo no SYFPEITHI
(Banco de ligantes de MHC) [20]. As estruturas, do APL e do complexo com o MHC
murino, foram construidas seguindo os mesmos passos ja descritos. O APL apresentou no
docking um valor de ligag¢do ao alelo H-2D° maior do que o epitopo original (BE =-17,5
kcal/mol) e, conforme o esperado, apresentou uma maior semelhanga com a estrutura

construida do epitopo de HBV (Figura 4C).

Discussao

O complexo de carregamento do peptideo (PLC) ¢ formado por uma série de
chaperonas do ER e moléculas acessorias. O heterodimero ERp57-tapasina parece
exercer papel central neste complexo, mantendo-se durante muito tempo associado ao
pMHC, mesmo ap0s a dissociagdo entre este e a TAP. A ERp57 ¢ uma tiol oxidoredutase
conhecida por catalizar a formacdo de pontes dissulfeto, estando envolvida no
dobramento correto e na maturacdo da cadeia pesada do MHC-I, possuindo ainda
provavel funcdo na formagdo da fenda de ligagdo ao peptideo [21]. A tapasina ¢
responsavel pela colocalizacdo entre o PLC e a TAP, além de possuir outras muitas
fungdes como aumento da expressdao de TAP, aumento da ligacdo de peptideos a TAP e
manutengdo do estado receptivo do MHC aos peptideos [22]. Esta proteina liga-se
covalentemente a ERp57 para formar o heterodimero ERp57-tapasina, que parece ser
responsavel pelo processo de edicdo do peptideo apods a dissociagdo entre a TAP e o
complexo pMHC recém construido, favorecendo o carregamento dos melhores ligantes,

em detrimento de outros [23].
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Neste trabalho, verificamos que a conformag¢dao da cadeia principal era
compartilhada entre diferentes epitopos apresentados por um mesmo alelo de MHC.
Pode-se argumentar que alguns dos epitopos incluidos na andlise sdo variantes que
diferem em apenas um aminodcido, o que poderia ser um viés na identificacdo de um
padrdo geral do alelo. Contudo, epitopos com seqiiéncia muito diversa mantiveram o
mesmo padrao. Além disso, as variantes foram incluidas com base na idéia de que a troca
de um aminodcido pode induzir uma alteragdo nas tor¢des do esqueleto de carbono e
inclusive cancelar o reconhecimento por um TCR especifico para a seqiiéncia original
[24]. Analisando as estruturas, verificamos que os epitopos que fugiam a regra ndo o
faziam por serem oriundos de proteinas distintas, e sim, pela necessidade de acomodarem
mais aminodcidos que os outros (seqiiéncias maiores). Percebemos ainda que este padrao
estrutural ¢ especifico do alelo de MHC, de modo que epitopos apresentados por
diferentes alelos, apresentam conformacgoes diferenciadas (Figura 1A). Mais do que isso,
estudos anteriores ja haviam sinalizado para o fato de que um mesmo epitopo apresenta
conformacdes distintas quando apresentado no contexto de diferentes alelos de MHC
(Figura 1C) [25]. Em conjunto, estes dados indicam que a conformagdo adotada pelo
epitopo na fenda do MHC nao ¢ determinada unicamente por sua origem ou seqiiéncia,
mas também, pelo formato da fenda do alelo no qual sera apresentado. O epitopo deve ser
ativamente induzido a adotar a conformagdo adequada durante o processo de
carregamento. O PLC possui a maquinaria necessaria para esta fun¢do e o heterodimero
ERp57-tapasina, pelas fungdes ja descritas, se torna um forte candidato a exercer esta
tarefa. Evidentemente nem todos os peptideos conseguirdo adotar a conformagao
adequada e ainda manter uma ligacdo estavel com o MHC, sendo neste caso, substituidos
por melhores ligantes.

O fato de o padrdo encontrado ndo se aplicar as cadeias laterais, ndo implica uma
distribuicao aleatoria destas na fenda. Na verdade, um estudo mais detalhado dos 18
diferentes ligantes de H-2D" encontrados (Tabela 1), demonstrou claramente a existéncia
de regides de maior € menor controle sobre as cadeias laterais dos epitopos. O epitopo na
fenda do H-2D° encontra-se envolto de tal modo, que uma parte de sua extremidade
amino-terminal (N-term) estd oculta sob cadeias laterais do MHC (p2-3 do epitopo)

enquanto outra parte (p6-7) encontra-se externalizada a fenda do MHC (Figura 3A). Nao
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por acaso, existe maior identidade entre as cadeias laterais em p2-3 e maior diversidade
de cadeias laterais na regido p6-7 (Figura 3B). Esta regido, onde as cadeias laterais estao
mais livres e existe grande diversidade, sera responsavel pela especificidade do contato
com o TCR. Observamos ainda grande identidade entre cadeias laterais em p5 e p9,
justamente as posi¢des de ancoragem a este alelo. Um alinhamento das seqiiéncias dos
ligantes, de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas, indicou a presenca
preferencial de uma asparagina na posi¢ao 5, substituida em 3 casos (1WBZ, 1BZ9 e
1JUF) por um aminoéacido ndo polar. A Ultima posicdo também mostrou conservacao,
apenas uma seqiliéncia apresentou uma cisteina, enquanto todas as demais possuiam
aminoacidos apolares. A maior parte dos ligantes de H-2D" possuia 9 aminoécidos,
contudo, também encontramos 10-mers e 11-mers. Apesar das diferengas no
comprimento, a posicdo dos ancoras ¢ conservada e o ajuste do comprimento da cadeia
ocorre justamente na regido mais livre (p6-7), posicdes em que verificamos maior
divergéncia entre as estruturas, mesmo considerando apenas o esqueleto de carbono
(Figuras 2A e 2C). Um dos ligantes, o peptideo sintético FAPGVFPYM (1BZ9)
apresentou acentuado desvio na cadeia principal, sobretudo em p35, elevando-se para fora
da fenda (Arquivo Adicional 1). Este epitopo ndo possui o residuo de ancoragem
convencional na posicdo 5, sendo que os autores que o descreveram discutiram
brevemente sua conformagdo incomum, afirmando que eventualmente um epitopo sem os
ancoras convencionais poderia ligar-se ao MHC, desde que outros aminoécidos em sua
seqiiéncia compensem esta deficiéncia [26].

A analise dos ligantes de H-2K" também demonstrou conservagdo das cadeias
laterais nos aminodcidos de ancoragem. Das 18 seqiiéncias analisadas (AA2), 14
possuiam aminoacidos aromadticos (F ou Y) na quinta posi¢do, enquanto as quatro
excecdes apresentavam aminoacidos polares (N, S ou T). Todas as seqiliéncias
apresentaram aminoacidos ndo polares na ultima posi¢do (C-term). No entanto, quando
comparado ao H-2D", o alelo H-2K" parece envolver menos os seus ligantes, permitindo
uma maior divergéncia ja em p4 (AA3 - Figura A). Além disso, o ajuste de cadeia neste
alelo também ocorre em uma posi¢do diferente, aparentemente entre p3 e p4, sendo muito
mais conservados em p6-7 (AA3 - Figura B). Embora tenhamos estudado em maiores

detalhes apenas dois alelos de MHC murino, acreditamos que a existéncia deste padrdo
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possa ser extrapolada para outros alelos, inclusive humanos. Alguns trabalhos, sobretudo
aqueles em que se fez cristalografia de complexos pMHC, ja haviam descrito
semelhancas estruturais entre as cadeias principais de alguns epitopos, mas ndo
encontramos trabalhos que relatassem padrdes estruturais tdo abrangentes como os aqui
descritos.

Sendo a estrutura da cadeia principal determinada pela fenda, podemos adiantar
que, mesmo epitopos cuja estrutura ndo foi determinada, adotardo — salvo raras excecgoes
- esta mesma conformacdo no contexto do MHC. Esta foi a premissa para o
desenvolvimento de uma nova abordagem, que nos permite construir complexos pMHC
cuja a estrutura ndo foi determinada. Cabe salientar que nem todos os peptideos
conseguem ser apresentados pelo MHC-I (ou por todos os alelos). Acreditamos que o
docking seja capaz de identificar “maus ligantes” através da variacdo na energia de
ligacdo, contudo, esta estratégia torna-se ainda mais confiavel se precedida de um estudo
de geracdo do epitopo ou, no minimo, da verificacdo da afinidade da seqiiéncia de
interesse pelo alelo de MHC-I, em um banco de ligantes de MHC.

Baseados em um epitopo descrito no contexto do alelo H-2L¢, identificamos qual
a seqiiéncia com maior probabilidade de ser apresentada em H-2D° ¢ verificarmos o
escore de afinidade desta seqiiéncia no SYFPEITHI [20]. Como o escore indicou
capacidade de ligagdo, construimos a estrutura do complexo DbHBsAg3o_39, a qual foi
utilizada em um estudo de reatividade cruzada com o complexo DbPA224_233, Sobre os
parametros utilizados para o constru¢do do pMHC, cabe salientar que 0o nimero maximo
de avaliagdes (Evals) utilizadas no docking foi escolhido por uma questdo de restricdo
computacional, estando muito abaixo do que seria um valor 6timo para este estudo,
tendo-se em vista o nimero de ligagdes flexiveis utilizado. Contudo, existem trabalhos na
literatura utilizando com sucesso valores semelhantes de avaliagdes e, em nosso estudo, o
valor escolhido demonstrou-se capaz de reproduzir uma estrutura cristalografada [27]. O
uso de valores de avaliacdo maiores certamente traria resultados ainda melhores, sendo
indicado em estudos que disponham de maiores recursos computacionais.

Apesar de ndo termos confirmado nossa expectativa de que ambos os complexos —
com o epitopo de HBV e de IV - fossem idénticos em topologia e carga, predissemos um

APL, baseado no epitopo de Influenza, que possivelmente induz imunidade heter6loga ao
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HBY, ou at¢ mesmo a ambos. A mutacdo R7W solucionou a diferenca de cargas na regidao
de contato com o TCR, mas a posicao das cadeias laterais do triptofano (p7) ndo ficaram
exatamente na mesma orientagdo do correspondente no epitopo de HBV. Esta diferenca
de topologia ¢ conferida pelo anel inddlico do triptofano, que possui uma certa liberdade
rotacional conferida pela ligagdo simples que o une ao grupamento metileno, conforme
demonstrado pelo proprio docking, que apresentou outras possiveis conformagdes da
cadeia lateral do triptofano sem comprometer a possibilidade de apresentagdo pelo H-2D"
(AA4). Além disso, diferengas de cargas no pMHC sdo apresentadas pela literatura como
sendo mais criticas para o reconhecimento pelo TCR do que pequenas variacdes na
topologia [28, 29]. Assim sendo, acreditamos que esta pequena varia¢do estrutural (em
p7) ndo impeca, in vivo, o reconhecimento do APL e do epitopo de HBV pelo mesmo
TCR (no contexto do H-2Db) e testes in vitro seriam necessarios para a confirmacao da
possivel reatividade cruzada entre estes complexos. Caso confirmada, este APL poderia
ser facilmente incorporado na formulacdo de vacinas da gripe, induzindo protecdo
também contra o HBV. Sendo uma estratégia muito mais barata do que a atual vacina
anti-HBV, esta nova vacina teria potencial aplicagdo para pacientes HIV+ e em
populagdes carentes, como em vdrias regides da América Latina, onde a hepatite B ¢
considerada uma doenga endémica [30].

Cabe ainda salientar, no tocante ao procedimento para a constru¢cdo de pMHCs e,
sobretudo, ao experimento em que reproduzimos a estrutura 1RJY, o fato de que a
possibilidade de se utilizar um terceiro arquivo PDB como doador do MHC (3C8K) e
ainda assim construir um complexo semelhante ao original, demonstra que o resultado do
processo nao ¢ dependente do uso de um arquivo PDB especifico, e que o resultado do
docking nao esta sendo direcionado pelo Fit. No entanto, existe uma margem de erro no
processo de cristalografia, acarretando diferengas estruturais entre diferentes arquivos
PDB de um mesmo alelo de MHC, sendo assim esperada alguma variacdo de
topologia/potencial entre o complexo gerado e o orginal. Para o uso desta estratégia na
constru¢ao de novos complexos pMHC, recomendamos que se utilize como “doador do
MHC” um arquivo PDB com a melhor resolugdo possivel. Apds identificado este
arquivo, ele deve ser utilizado como a estrutura 3D daquele alelo na construg¢ao de todos

os demais pMHC:s que se deseja estudar. Deste modo se reduz o erro oriundo do processo
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de obtencdo da estrutura (cristalografia ou ressonancia magnética nuclear) e pode se
concentrar na variabilidade oriunda do processo de constru¢do deste novo complexo
(fruto da EM e do docking).

Outra observacdo importante neste trabalho ¢ a marcante contribuicdo das
caracteristicas fisico-quimicas dos aminoacidos, tanto no processo de ligagdo do epitopo
ao MHC, quanto na atribuicao de especificidade ao contato com o TCR. Conforme
apresentado, os aminoacidos ancoras para os alelos estudados pertenciam ao mesmo, ou
aos mesmos, grupos fisico quimicos. No estudo de reatividade cruzada realizado, os
epitopos compartilhavam apenas 2 aminoécidos, mas 70% da seqiiéncia pertencia ao
mesmo grupo. Quando realizamos o estudo da superficie dos pMHC destes epitopos,
encontramos diferenca de topologia e de cargas justamente em uma das posicdes que
divergia quanto ao grupo, enquanto nas demais posigdes, a despeito da divergéncia na

seqliéncia, havia forte correlagdo estrutural/potencial.

Conclusoes

Concluimos que existe um padrao conformacional alelo-especifico compartilhado
pelos epitopos apresentados no contexto de alelos de MHC-I, provavelmente induzido
pela maquinaria de carregamento do peptideo. Este padrao atua somente sobre a cadeia
principal, embora as cadeias laterais também sofram ajustes impostos pela fenda do
MHC-I. Epitopos que nao conseguirem adotar a conformacao adequada, ou cujas cadeias
laterais posicionem-se em regides ndo permitidas, serdo provavelmente incapazes de ser
apresentados por este alelo.

O conhecimento de tal padrdo nos permitiu desenvolver uma estratégia
computacional para a constru¢ao da estrutura de complexos MHC-I:peptideo, partindo-se
da seqiiéncia simples de aminoacidos do epitopo de interesse. Sendo o complexo pMHC
um ponto chave na resposta imune adaptativa, esta abordagem rapida e barata torna-se
util para emprego nos mais diversos campos de estudo dos mecanismos imunologicos.
Aliada a ferramentas que permitem analisar topologia e carga na superficie dos
complexos, esta estratégia pode ser ainda utilizada na sele¢do de candidatos com
potencial para induzir reatividade cruzada, tanto em estudos de autoimunidade quanto no

desenvolvimento de vacinas mais abrangentes.
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Métodos

Estudos de geracao de epitopos

Os dados analisados foram compilados a partir do SYFPEITHI (banco de ligantes
de MHC) [20], do simulador de proteossomo NetChop 3.0 (C-Term) [31] e do preditor de
epitopos (MHC-I) do Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB) [32]. No
SYFPEITHI, utilizamos a sessdo Epitope Prediction para determinar o escore de ligacao
dos epitopos. A seqiiéncia FASTA da proteina de origem do epitopo foi utilizada como
entrada no NetChop e no IEDB. Em ambos escolheu-se a opg¢do referente ao
imunoproteossomo. No IEDB foram feitas simulagdes com Maximum Precursor
Extension (MPE) da TAP nos valores 1, 2, 3 e 4. Ambos os métodos de predi¢ao (SMM e
ARB) foram utilizados, com os quatro valores de MPE. Os resultados foram cruzados

entre si e com os dados de clivagem do NetChop 3.0.

Construgao de complexos pMHC

A construgdo de complexos pMHC ¢ realizada de acordo com as seguintes etapas
(Figura 5): Primeiro identifica-se uma estrutura depositada no PDB (complexo “A”, por
exemplo), que possua o alelo de MHC de interesse apresentando um epitopo com o
mesmo numero de aminodcidos do epitopo que se deseja modelar (epitopo c, por
exemplo). Em seguida, separa-se as estruturas do MHC e do epitopo (do complexo A),
salvando o epitopo em um arquivo independente que serd aberto com o SPDBV 3.7.[33].
Utilizando o painel de modelagem do programa (aba “SwissModel”) realiza-se o
carregamento da seqiiéncia FASTA do epitopo que se deseja modelar (epitopo ¢) e, com o
comando “Magic Fit”, realiza-se a sobreposi¢do desta seqiiéncia no epitopo molde
(retirado do complexo “A”). A estrutura “fitada” do epitopo ¢ pode conter d&tomos em
posigdes energeticamente desfavoraveis e aminoacidos com tor¢des improprias. Esta
situagdo ¢ corrigida realizando-se uma curta EM (nsteps = 100). A estrutura resultante ¢
entdo submetida ao primeiro docking (Dockl) com uma molécula de MHC, que pode ser
a mesma presente no complexo “A” ou pode ser outra estrutura de MHC do mesmo alelo.
Esta estrutura doadora do MHC (complexo B, na Figura 5) pode ndo ter sido obtida

apresentando um epitopo com o mesmo nimero de aminoacidos do “epitopo ¢”, no
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entanto, ¢ importante que se escolha para esta funcdo uma estrutura com a melhor
resolucao possivel. O MHC ¢ mantido rigido durante o docking, assim como a maior
parte das ligacdes na cadeia principal do epitopo, considerando que esta ja se encontra na
conformacdo desejada. As cadeias laterais do epitopo permanecem completamente
flexiveis, o que permite grandes variacdes conformacionais. O pMHC formado com a
conformagdo do epitopo que apresentou melhor resultado do Dockl, de acordo com a
energia de ligagdo (BE), ¢ submetido a uma EM um pouco mais longa (nsteps = 1000), a
fim de ajustar as cadeias laterais do MHC ao novo ligante, reduzindo interagdes
desfavoréaveis. Por ultimo, os componentes deste complexo minimizado sdo separados
(epitopo e MHC) e utilizados como entrada para o segundo docking (Dock?2), que gerara

o pMHC de interesse.

Construgao do complexo DbHBsAg3o-39

A estrutura do 10-mer QSLDSWWTSL foi construida a partir de sua seqiliéncia
simples de aminoécidos, utilizando o programa SPDBV 3.7 e tendo como molde o
epitopo restrito a H-2Db, HAu463477 (SQLKNNAKEI), disponivel no PDB sob o cédigo
1WBX. Apesar do epitopo molde também ser de Influenza, pertence a uma proteina de
envelope Hemaglutinina, ndo compartilhando qualquer relagcdo estrutural ou funcional
com o epitopo PAa433 € tendo sido escolhido como molde apenas por ser um 10-mer
apresentado por H-2D° (enquanto a maioria dos ligantes deste alelo sdao 9-mer).
Utilizamos o pacote GROMACS (versdo 3.3.3) [34] para realizar a EM da estrutura do
epitopo, utilizando o campo de forca GROMOS 96 43al, nsteps = 100 e emstep = 0,01. O
programa AutoDock 4 [12] para realizar o docking molecular do epitopo modelado a
estrutura do alelo H-2DP. Durante o docking, 21 ligagdes foram mantidas flexiveis (fewest
atoms) mantendo rigida a maior parte da cadeia principal.

A caixa (Grid Box) foi centrada na fenda do H-2D" e ajustada para 42 X 42 X 68
pontos nos eixos X, y € z, respectivamente, com espacamento (grid-point spacing) de
0,375 A. Utilizamos o Algoritimo Genético de Lamarck, com Maximum Number of Evals
= 250000, Maximum Number of Generations = 270000, populagdo de 150 individuos e
demais valores de acordo com o padriao do AutoDock4.

Realizamos ainda um passo adicional de EM (nsteps = 1000) do pMHC para
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ajuste das cadeias laterais do MHC ao novo epitopo e entdo repetimos o docking,
mantendo o MHC rigido e as cadeias laterais do epitopo flexiveis. A fim de comparar o
complexo pMHC cristalografado do epitopo PA24233 (IWBY) com o pMHC do epitopo
HBsAg3.39, construido para esta andlise, realizamos uma EM na estrutura 1WBY
(mesmos pardmetros da minimizagdo do DbHBsAg30_39) e, a seguir, utilizamos o
programa GRASP2 [35] para analise da topologia e da distribui¢do de cargas dos

complexos em estudo.

Construgao do APL PA,,4.23;:R7TW

A seqiiéncia FASTA do APL (SSLENFWAYV) foi carregada no SPDBV para o
Fit sobre o epitopo HAuss477 (IWBX) e a estrutura resultante foi utilizada para
constru¢do do pMHC, utilizando os mesmos parametros anteriormente descritos. O MHC

utilizado para o docking também foi obtido a partir da estrutura 1WBX.

Analise da topologia e da distribuicdao de cargas

As andlises da superficie dos pMHC formados foram realizadas com o programa
GRASP2 [35], na plataforma Windows XP. O potencial na superficie foi calculado,
conforme padrdo do programa, em um intervalo de -10 a +10 KTeslas. Para comparacao
entre as imagens dos complexos, utilizamos uma grade com 270 células (18 linhas e 15
colunas), fazendo-se uma estimativa do nimero de células positivas (compartilhavam

carga e topologia) e negativas (diferiam em pelo menos um dos aspectos).

Obtencao das imagens para o artigo

A sobreposicao dos epitopos foi realizada no programa SPDBV 3.7., no entanto,
as imagens destas sobreposi¢des foram obtidas no programa PyMOL 1.0 [36]. As
imagens dos complexos pMHC foram obtidas no programa GRASP2. Todas as imagens

foram editadas no programa Adobe Photoshop CS2 v.9.0.
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Figuras

Figura 1 — Sobreposigdo de epitopos restritos a H-2D" e a H-2K".

As estruturas de cinco epitopos restritos a H-2D (1CE6, 1S7V, IWBZ, 1ZHB ¢ 3BUY) ¢
de cinco epitopos restritos a H-2K" (1FO0, 1FZJ, 1LK2, 1RJY e 1S7R) foram
sobrepostas. A: a vista lateral salienta as diferencas conformacionais entre os epitopos de
H-2D°, representados em vermelho, e os epitopos de H-2K°, representados em azul,
sobretudo entre as posi¢des 5 e 7 (p5-7) dos peptideos. O padrao de cores foi mantido nas
imagens B e C. B: vista superior dos 10 peptideos sobrepostos. C: As estruturas 1S7V e
IS7R apresentam o mesmo epitopo (KAVYNLATM) cristalografado no contexto dos

dois diferentes alelos.
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Figura 2 - Padrdo conformacional dos epitopos apresentados por H-2D".

A: Dezessete epitopos (ver tabela 1), contendo entre 8 e 11 aminoécidos de extensdo,
cristalografados no contexto deste alelo, foram abertos e sobrepostos mantendo-se a
mesma orientacdo de amino (2 esquerda) pra carboxi (a direita). Observou-se claramente
a existéncia de um padrao compartilhado entre as cadeias principais dos epitopos. B: Os
dezessete epitopos em visdo panoramica. C: Foram sobrepostos apenas os epitopos com
nove aminoacidos, demonstrando que a maior variabilidade estrutural entre os epitopos
era determinada pela diferenga no comprimento das seqiiéncias, no sentido de acomodar
epitopos maiores (10-mer e 11-mer). As cadeias laterais dos epitopos ndo foram
representadas nestas imagens, bem como um aminoacido (p7) do epitopo 2VE6, excluido
por ter sido alterado e conter um anel fixo a cadeia principal (para maiores detalhes

verifique o Arquivo Adicional 5).
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Figura 3 - Organizagao estrutural dos epitopos apresentados em H-2D".

A. Imagem do epitopo HBsAgso.39 (apresentado em Ball and Stick CPK) na fenda do
alelo H-2D" (representado com a superficie molecular colorida conforme a distribuigao
de cargas). Parte da extremidade N-term do epitopo estd oculta sob cadeias laterais do
MHC (p2-3) enquanto outra parte (p6-7) encontra-se externalizada a fenda do MHC. B.
Sobreposicao da estrutura de 17 epitopos restritos a H-2D" (tabela 1), incluindo cadeias
laterais. E possivel observar maior variabilidade entre os epitopos na regido em que este
se externaliza ao MHC e pouca variabilidade na regido oculta (N-term) e nos
aminodcidos ancoras (p5 e p9). As posi¢des das cadeias laterais dos aminoéacidos 1,5,7 ¢ 9
sdo indicadas em ambas as imagens.
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Figura 4 - Comparacgao dos complexos pMHC quanto a topologia e carga.

As imagens apresentam uma vista panoramica da superficie de interagdo com o TCR dos
diferentes complexos pMHC. Regides com carga positiva (azul) e negativa (vermelho)
sdo representadas em uma escala de -10 a +10 kiloteslas. A: IWBY (SSLENFRAYV). B:
Complexo DbHBsAg30_39 (QSLDSWWTSL). C: APL (SSLENFWAYYV). D: Imagem da
estrutura IWBY com o MHC representado em Ribon e o epitopo em Ball and Stick, no
mesmo tamanho e posicdo dos demais complexos. Sao indicados ainda os dominios al e

a2 do MHC, bem como a posi¢ao 7 dos epitopos.
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Figura 5 - Fluxograma da constru¢ao de um novo complexo pMHC.

Considere um epitopo “c” cuja estrutura no contexto de um dado alelo de MHC nao foi
determinada. Busca-se no PDB um arquivo contendo o alelo de interesse apresentando
um epitopo com o mesmo numero de aminoacidos do epitopo “c”, nesse exemplo,
encontramos o complexo “A” e o complexo “B”. No programa SPDBYV realiza-se o Fit
da sequéncia de aminoacidos do epitopo “c” sobre a estrutura 3D do epitopo presente no
complexo “A”. A estrutura gerada do epitopo “c” sofre uma minimizacdo de energia
(EM), sendo entdo utilizada como entrada para o docking com a estrutura do MHC de
interesse (neste caso retirada do complexo “B”). A fim de ajustar o MHC a este novo
epitopo realiza-se uma EM do complexo C. Apds a minimizagdo, epitopo ¢ MHC sdo

separados e utilizados como entrada para um segundo docking, o qual ird gerar o

complexo pMHC desejado (maiores informagdes vide métodos).
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Tabelas

Tabela 1- Relagdo dos ligantes de H-2D" disponiveis no PDB.

Codigo Descri¢ao do epitopo Sequéncia (aa) an
1BZ9* Peptideo sintético p1027 FAPGVFPYM 9
1CE6* Epitopo da Nucleoproteina do virus Sendai (NP334.332) FAPGNYPAL 9
1FG2* Epitope de LCMV (gp33) LAVYNFATC 9
1JPF* Epitopo de LCMV (gp276) SGVENPGGYCL 11
1JPG* Epitopo de LCMV (np396) FQPQNGQFI 9
1JUF* Peptideo de antigeno secundario de histocompatibilidade (h13b) SSVIGVWYL 9
IN3N* Epitopo de hsp60 SALQNAASIA 10
1QLF* Sendai NP 324-332 (gly327 replaced by o-glcnac serine) FAPSNYPAL 9

1S7U/2F74*  Epitopo imunodominante de LCMYV (gp33) KAVYNFATM 9
1S7V* Epitopo de LCMYV (gp33) - variante de escape viral KAVYNLATM 9

1S7TW* Epitopo de LCMYV (gp33) - variante de escape viral KALYNFATM 9
1S7X* Epitopo de LCMYV (gp33) - variante de escape viral KAVFNFATM 9

1WBX* Epitopo de Influenza A (pr8) HA 45477 SQLKNNAKEI 10

IWBY/1YN6* Epitopo de Influenza A (pr8) PAjz4.033 SSLENFRAYV 10

TYN7* Peptideo mutado (R7A) de RNA polemerase (P2) SSLENFAAYV 10
1WBZ* Epitopo de Influenza A (pr8) PB15; SSYRPVGI 8
1ZHB* Peptideo 9-mer de Dopamine beta-monooxygenase KALYNYAPI 9
2VE6 Epitopo alterado do virus Sendai (Photocleavable peptide) FAPGNYPAL 9

3BUY* Epitopo de PB1-F2 LSLRNPILV 9

Foram encontrados 21 arquivos contendo o alelo H-2D" no PDB, totalizando 18 (*)

estruturas deste alelo com diferentes epitopos. Estes 18 epitopos foram utilizados nas

analises de estrutura e sequéncia. O epitopo 1BZ9 foi incluido em todas as andlises, mas

foi excluido na Figuras 1 e na figura 3B.
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Arquivos Adicionais

Arquivo Adicional 1 — Excegdes ao padrio de H-2D".

A: O epitopo 1BZ9 (em vermelho) ndo possui o aminoacido convencional na posi¢ao de
ancora (p5) e apresentou um importante desvio na cadeia principal quando comparado
aos demais epitopos. B: as cadeias laterais do epitopo 1BZ9 (também em vermelho)
comportam-se de forma semelhante a dos demais epitopos deste alelo, excetuando-se
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uma fenilalanina na posicao 6 do epitopo, que talvez seja utilizada com uma “ancora”

alternativa. A presenga do aminoacido ancora em C-term e a extremidade N-term “presa”

sob as cadeias laterais do MHC devem colaborar para que mesmo com esta conformagao

incomum, este epitopo consiga ser apresentado. C: O epitopo 1WBZ (em vermelho)

apresenta um desvio na cadeia lateral do aminoacido ancora (p5), quando comparado aos

demais epitopos. Este epitopo foi o tinico 8-mer encontrado no contexto do H-D° (com

estrutura depositada no PDB) e possui uma prolina (ndo polar) como ancora em p5.

Arquivo Adicional 2 - Relagdo dos ligantes de H-2K" disponiveis no PDB.

[e]
Cédigo: Descri¢ao do epitopo Sequéncia deNaa

1FO0*/2CLZ Epitopo derivado de Pbml INFDFNTI 8
INAN
1FZJ/1TKPU/INAM  Epitopo de VSV NPs,.59 RGYVYQGL 8
2VAA/1FZM*
1FZK*/1FZO/ Epitopo do virus Sendai NP3y4.33, FAPGNYPAL 9
1KPV/2VAB
1G7P* Peptideo de Alfa-Glicosidase de levedura (438-446) SRDHSRTPM 9
1G7Q* Peptideo de Mucl (180-187) SAPDTRPA 8
1KJ3* Epitopo derivado de Pkbl KVITFIDL 8
1LEG/1LEK* Dev8s4.61 (NADH-Ubiquinone Oxidoreductase MLRQ) EQYKFYSV 8
1LK2* Peptideo derivado de receptor de insulina (423-430) GNYSFYAL 8
IN59*%/1S7Q Epitopo de LCMV (Gp33) AVYNFATM 8
10SZ* Epitopo mutado (L4V) da Np de VSV AGYLYQGL 8
1P1Z*/1P4L/1VAC Peptideo derivado de Ovoalbumina (257-264) SIINFEKL 8
3C8K/2QRI
2QRS/2QRT
IRJY*/1RKO/ Epitopo da Glicoproteina B de Herpes (HSV) SSIEFARL 8
1TOM/1TON
IRJZ*/1RK1 Epitopo mutado S2E da Glicoproteina B de HSV SEIEFARL 8
1S7R* Epitopo de LCMV (Gp33) — variante de escape KAVYNLATM 9
1S7S* Epitopo de LCMV (Gp33) — variante de escape ALYNFATM 8
1S7T* Epitopo de LCMV (Gp33) — variante de escape AVFNFATM 8
2CLV* Peptideo derivado de Rbm5 (189-196) SGYYYNSL 8
20L3* Epitopo derivado de Pbm§ SQYYYNSL 8

Esta tabela apresenta os 39 arquivos contendo o alelo H-2K" disponiveis no PDB. Destes,

18 estruturas (*) apresentavam epitopos com seqiiéncia diferindo em pelo menos um

aminodcido. Estes 18 epitopos foram utilizados nas analises.
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Arquivo Adicional 3 — Padrao estrutural dos ligantes de H-2K"

A: 18 epitopos (vide AA2) restritos a este alelo foram sobrepostos, sendo trés 9-mers
(vermelho) e 15 8-mers (azul). Assim como os epitopos de H-2D, os ligantes de H-2K°
apresentam uma maior identidade de cadeias laterais nos aminoéacidos ancoras, enquanto
uma maior divergéncia ¢ visivel entre as cadeias laterais voltadas para fora da fenda. B: A
sobreposicdo da cadeia principal dos 18 ligantes revela uma conforma¢do compartilhada
entre as cadeias principais dos epitopos do mesmo comprimento (8-mer). O ajuste de
cadeia neste alelo parece ocorrer em uma posi¢do diferente do descrito para H-2D°,

aparentemente entre p3 e p4, sendo muito mais conservados em p6-7.
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Arquivo Adicional 4 — Resultados do docking indicam variagdo em p7 no APL.

Estrutura alternativa apresentada pelo docking como resultado para a ligacdo do APL
(PA224233R7W) ao H-2D° (BE = -15,93 kcal/mol). A diferenca de topologia mais intensa
entre este complexo, o complexo com melhor resultado neste docking (BE = -17,5
kcal/mol) e o complexo DbHBsAg30_39 ¢ conferida pela rotacdo do anel inddlico do
triptofano, na posi¢ao 7 do epitopo (p7). Como tanto o APL quanto o epitopo de HBV
possuem este mesmo anel, na mesma posi¢do, provavelmente in vivo esta diferenca
topoldgica serd minimizada. Esta imagem foi obtida com o programa GRASP2 e a
superficie do complexo esta colorida de acordo com a distribui¢do de cargas em um

gradiente de -10 (azul) a +10 (azul) kiloteslas.
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Arquivo Adicional 5 — Diferen¢a estrutural do epitopo 1CE®6.

Este arquivo do PDB (1CE6) possui o alelo H-2D" complexado a um epitopo derivado da
proteina NP do virus Sendai. Este epitopo, no entanto, foi alterado na posi¢do 7 para
tornar-se um peptideo fotoclivavel (3-amino-3-(2-nitro)phenyl-propionic acid). Esta
estrutura acrescentada a cadeia principal do epitopo faz com que este desvie do padrdo
proposto para a cadeia principal de epitopos apresentados por este alelo de MHC. No
entanto, esta estrutura se localiza exatamente na regido onde foi evidenciada maior
variagdo de estruturas entre as cadeias laterais, conforme representado na Figura 3B do

artigo, a qual inclui o epitopo 2VE6.
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Conclusdes e Perspectivas

Conforme apresentado, o MHC-I representa um passo vital na resposta imune
celular. Sua interacdo com o TCR esta envolvida em uma série de eventos responsaveis
ndo so pelo desfecho — lise de uma célula alvo, por exemplo — mas também pela propria
estruturagdo do sistema imune adaptativo, exercendo, por exemplo, importante papel na
selecdo de linfocitos e na manutencdo de memoria imunoldgica. Além disso, esta rota
que envolve o MHC-I, ¢ a principal forma de defesa contra duas das mais importantes
patologias celulares: infec¢des virais e neoplasias.

Nao por acaso, entender o funcionamento desta molécula e sua interacdo com o
TCR, tem sido o objeto de estudo de muitos imunologistas desde sua descoberta em
camundongos, nos anos 40, pelo grupo de George Snell (Fischer Lindahl, 1997). As
caracteristicas dos epitopos capazes de se ligar a cada alelo de MHC, na maior parte
obtida por estudos in vitro, foram repetidamente analisadas até que padrdes de afinidade
emergissem destes estudos. Foram identificados os aminoacidos “ancoras” de inumeros
alelos e a predi¢do da capacidade de ligacao de peptideos ao MHC tornou-se um novo e
promissor campo de estudo. Neste contexto, a agilidade e o poder de processamento da
informdtica foram recrutados possibilitando a busca rapida em bancos de ligantes de
MHC - cada vez maiores — e a construcao de preditores on-line, capazes de fornecer em
segundos um escore de ligacdo de uma seqiiéncia qualquer de aminoacidos ao alelo de
interesse.

Também por motivos Obvios, a analise de ligagdo ao MHC passou a ser empregada
na identificagcdo de alvos para resposta imune a tumores ¢ a infecgdes virais. Em ambos
0s casos, a forte pressao seletiva do sistema imune sobre células apresentando peptideos
ndo-proprios e o fraco controle sobre mutagdes (nos virus e nas células tumorais) leva ao
estabelecimento de uma série de mecanismos de evasdo ao sistema imune. O estudo
destes mecanismos de escape - sem os quais ndao haveria infec¢do viral produtiva ou
evolucdo de um quadro tumoral - forneceu mais pistas sobre as caracteristicas de um
peptideo imunogeno. A ligacdo de um peptideo ao MHC era o ponto mais importante,
mas ndo era o suficiente quando se desejava construir uma vacina. As outras etapas da

rota de apresentagdo de peptideos enddgenos também eram essenciais para a correta



apresentacdo deste alvo e além disso, a correta apresentacdo ndo garantia a desejada
estimulacdo dos linfécitos T CD8+. Na tentativa de reproduzir in silico etapas do sistema
imune, bem como desenvolver novas ferramentas capazes de identificar alvos com
potencial para gerar uma resposta — tanto celular quanto humoral — desenvolveu-se uma
nova area de pesquisa, denominada imunoinformatica (ou bioinformatica imunolédgica).
A ambic¢ao maior neste campo ¢ reproduzir todo o sistema imune in silico, combinando a
informacao gerada com dados experimentais, ¢ visando dar suporte a diversas aplicagdes
clinicas. A Unido Européia tem liderado estes estudos com a criagdo do ImmunoGrid,
um consorcio multicéntrico que pretende reproduzir o sistema imune humano (7he
European Virtual Human Immune System Project).

Como parte deste trabalho, em fevereiro deste ano Todman e colaboradores
publicaram o desenvolvimento de um servidor on-/line - MHCsim - capaz de construir
complexos pMHC de alelos de MHC humanos (HLAs) com qualquer epitopo de
interesse (Todman e cols, 2008). A estratégia utilizada consiste em buscar em um banco
de estruturas de pMHCs aquela cuja sequéncia do epitopo apresentado mais se
assemelhe com a seqiiéncia fornecida pelo usudrio. Depois de identificado, este “molde”
¢ mutado nas posi¢des em que ha divergéncia até que se obtenha o complexo pMHC de
interesse. Antes de fornecer a estrutura o servidor realiza ainda uma curta Dindmica
Molecular (MD), processo semelhante a EM descrita neste trabalho, mas que gera mais
dados sobre a afinidade do peptideo ao MHC.

Apesar de fazer parte de um grande projeto de cunho imunoldgico, o artigo que
descreve a ferramenta ndo faz nenhum comentario a respeito do embasamento
imunologico de tal estratégia. Sera que simplesmente alterar os aminoacidos de uma
estrutura cristalografada ¢ um procedimento confidvel para se gerar um complexo
pMHC completamente novo? Qual o nimero méaximo de muta¢cdes que uma estrutura
pode sofrer sem perder a validade como molde?

A estratégia descrita no presente trabalho estd fundamentada na evidéncia de que
epitopos apresentados por um mesmo alelo de MHC compartilham uma conformagao da
cadeia principal. O novo epitopo € entdo construido sobre este molde — valido apenas
para a cadeia principal — e ¢ realizado um processo de encaixe (docking) deste epitopo

na estrutura do MHC, onde as cadeias laterais estardo completamente livres para
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rotacionar até encontrarem uma conforma¢do mais favoravel. O docking ¢ uma
ferramenta ja estabelecida na literatura, empregado inclusive para abordagens
imunologicas. Apos o docking realizamos uma minimizacao de energia, que ajustarad
cadeias laterais do MHC, favorecendo a interagdo com este novo ligante. A segunda
rodada de docking ird permitir um refinamento da busca pela conformagdo mais
adequada do epitopo na fenda do MHC.

Embora baseados em estratégias distintas, os resultados de ambos os
procedimentos — o desenvolvido por nosso grupo e o oferecido pelo MHCsim — devem
ser semelhantes, uma vez que as mutagdes induzidas pelo MHCsim devem afetar
sobretudo as cadeias laterais e o passo de solvatagdo (MD) ird acomodar as cadeias
laterais tanto do peptideo quanto do MHC. De certo modo, a identificagdo — por nosso
grupo - de um padrao conformacional alelo-especifico fornece a base imunologica da
qual o MHCsim necessitava.

Um ponto importante, brevemente abordado neste trabalho, ¢ o fato de que usando
nossa estratégia se pode construir complexos pMHCs com quaisquer epitopo e alelo de
MHC desejado. Sempre se obtera um pMHC. Contudo existe uma importante
implicagdo imunologica nesta abordagem, pois, nem todos os peptideos serdo capazes de
se ligar a todos os MHCs. Em nosso procedimento, o peptideo serd submetido ao
docking e, caso seja incompativel com a fenda do MHC ou possua aminoacidos
desfavoraveis a ligacdo, este peptideo apresentara baixa energia livre de ligacdo, e o
pesquisador saberd que o pMHC formado ndo ¢ confidvel. O mesmo problema se aplica
ao MHCsim e, neste caso, o processo de solvata¢do trard os dados de afinidade do
ligante pelo MHC. Em ambos os casos ¢, portanto, necessario estabelecer-se um “ponto
de corte”, baseado em estruturas cristalografadas ou em ensaios in vitro, que defina
quais valores indicam que o ligante em estudo provavelmente ndo conseguird ser
apresentado pelo alelo desejado. Uma perspectiva de nosso grupo ¢ realizar um
detalhado experimento de comparagdo entre ambos os procedimentos, tanto com um
bom ligante, quanto com um epitopo descrito na literatura como sendo uma variante de
escape viral, incapaz de ser apresentada no contexto de determinado MHC. Assim
teremos uma visdo mais clara acerca das semelhangas e diferengas entre os

procedimentos e também, acerca da sensibilidade de ambos na detec¢do de maus
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ligantes.

Considerando que ambos os procedimentos sejam confidveis, a grande vantagem
do MHCsim ¢ a automacdo do servico. O wusudrio ndo precisa entender os
procedimentos, basta fornecer os dados ao servidor e aguardar o resultado. Contudo, o
MHCsim sé consegue construir complexos pMHC com HLAs, enquanto o nosso
procedimento permite o estudo de qualquer alelo de MHC que j& tenha sido
cristalografado. Para contornar a questdo da complexidade do processo, nosso grupo
também pretende automatizar a construgdo de pMHCs, facilitando sua aplicacdo por
outros grupos e possibilitando sua disponibilizagdo on line.

Esta automatizacdo independe da determinacdo do padrdo estrutural de outros
alelos, desde que o usuario fornega o arquivo PDB que considera ser um molde valido
para seu trabalho. Apesar disso, nosso grupo pretende ainda estabelecer o padrao de
outros alelos de MHC, pertencentes a outros organismos (incluindo alguns alelos
humanos), a fim de consolidar a existéncia deste padrdo alelo-especifico, além de
fornecer informagdes sobre as caracteristicas da interagcdo de peptideos com outros alelos
de MHC utilizados em pesquisa.

No presente trabalho, desenvolvemos um estudo de reatividade cruzada entre os
epitopos virais PAxa233 (IV) e HBsAgyg 39 (HBV). Propusemos ainda a construcdo de
um APL, baseado no epitopo de IV, com grande possibilidade de induzir resposta
cruzada contra o epitopo de HBV. Cabe ressaltar que, neste caso, ambos os epitopos sao
imunodgenos conhecidos, € que o epitopo PAzy433 ¢ um epitopo imunodominante, com
populacdes de linfocitos especificos freqiientemente presentes em individuos infectados
pelo agente. Embora menos provavel que a reagdo cruzada contra HBV, existe ainda, em
fungao desta grande capacidade do epitopo de IV em estimular linfécitos, a possibilidade
de ocorréncia de resposta cruzada entre o APL e o epitopo original (PA24.233), 0 que
tornaria este APL um forte candidato a inclusdo nas vacinas contra gripe, atuando na
geracdo de imunidade e memoria contra ambos os alvos (IV e HBV).

Este estudo de reatividade cruzada ¢ apenas um exemplo da possivel aplica¢do do
uso combinado de um procedimento para construgdo de pMHCs e da analise da
superficie dos complexos gerados, sobretudo quanto a distribuicdo de cargas. Esta

estratégia in silico pode ser usada na busca por seqiiéncias alvos em virus, bactérias
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intracelulares e proteinas tumorais, reduzindo etapas e custos de projetos que visem
desenvolver novas vacinas contra estas patologias celulares, ou simplesmente estudar a
atuacgao do sistema imune nestas situacoes.

A possibilidade de aplicagao na identificacdo de alvos para futuras vacinas ¢é
certamente o que mais chama atencdo. Neste sentido, o segundo docking (Dock) pode
ser melhor explorado, fornecendo dados sobre quais 4&tomos do epitopo estdo interagindo
com quais atomos do MHC e ainda o tipo de ligagdo que sustenta esta interacdo
(Ligacdes de Hidrogénio ou Wan Der Valls). Além disso, aqueles que forem
identificados como sendo os melhores ligantes, podem ser submetidos a um passo
posterior de Dindmica Molecular (MD). Apesar de requerer um gasto computacional um
pouco maior, esta técnica permite ter dados mais confiaveis de afinidade do epitopo pelo
MHC e de estabilidade do complexo pMHC em solugdo. Deste modo, os epitopos que
chegarem ao final do estudo certamente serdo capazes de ser apresentados no contexto
do MHC de interesse, com uma margem de erro muito pequena. De forma
complementar, os dados de semelhancga estrutural/potencial com estruturas descritas na
literatura como sendo bons imunogenos ja podem fornecer a pista da capacidade deste
complexo em ativar populacdes de linfécitos.

De fato, os dados gerados por este trabalho estdo sendo utilizados na construcdo de
uma proposta completamente nova no desenvolvimento de vacinas. Esperamos em breve
construir uma verdadeira linha de montagem envolvendo atividades in silico, in vitro €
in vivo, as quais poderiam ser direcionadas para qualquer alvo viral de interesse. Uma
vez definido o alvo, seria realizada uma busca em larga escala por seqiiéncias deste
agente que contenham os pré-requisitos para a correta clivagem no proteossomo,
transporte pela TAP e desbastamento no reticulo, de modo que o peptideo final ainda
possua residuos capazes de oferecer a ancoragem a algum dos alelos de MHC do
organismo hospedeiro. Esta busca, combinando dados da literatura e de preditores on-
line, levaria ao levantamento de seqiiéncias candidatas, as quais seriam entao submetidas
a um estudo estrutural da capacidade de ligacdo destes epitopos aos MHCs do
hospedeiro, identificagdo das conformagdes mais estaveis na fenda, e inferéncia da
possivel ocorréncia de resposta cruzada contra proteinas proprias e contra outros virus

de interesse. Os epitopos com os melhores resultados em todas as analises poderiam ser
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entdo sintetizados e testados quanto a real capacidade de estimular a resposta citotoxica

de linfocitos (in vitro) e memoria imunoldgica (in vivo).
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