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RESUMO

O sistema imunologico é formado por um conjunto de células e moléculas
envolvidas primariamente na defesa do organismo contra agentes infecciosos.
Neste sentido, destaca-se a acao das proteinas codificadas pela regido do MHC-I,
as quais sao responsaveis pela apresentagdo de pequenos peptideos
(normalmente entre 8 e 12 aminoacidos), gerados a partir da via de
processamento enddgeno, para Receptores de Células T (TCRs) citotoxicas. As
bases moleculares subjacentes a apresentacdo de peptideos no contexto das
moléculas de MHC-I ainda ndo foram totalmente esclarecidas, principalmente em
funcdo da complexidade inerente a esse processo bioldgico. Sabe-se, no entanto,
gue padrdes moleculares presentes na area de interagcdo do pMHC-I com o TCR,
bem como a estabilidade dos complexos pMHC-I na superficie celular, sao fatores
determinantes para a imunogenicidade de diferentes complexos. Com o
nascimento e desenvolvimento da bioinformatica, uma grande evolucdo foi
observada na area, especialmente no que tange ao estudo de sequéncias
lineares de genes e proteinas. Entretanto, o estudo a nivel estrutural ainda é
lento, especialmente devido ao limitado numero de estruturas tridimensionais
resolvidas experimentalmente e a falta de modelos acurados. Assim sendo, esta
tese se prop6s a automatizar e otimizar uma ferramenta de modelagem de
complexos pMHC-I (técnica D1-EM-D2) e, posteriormente, criar uma protocolo
para avaliar a estabilidade in silico de complexos pMHC-I, com foco na interacao
entre epitopo e MHC-I. Como resultado, criamos uma nova ferramenta, a qual
chamamos DockTope, validada sobre um conjunto mais amplo de dados
experimentais (135 estruturas em relacdo as 46 estruturas do estudo anterior).
Esta ferramenta permite que qualquer usuario modele seu préprio pMHC-I,
através de uma interface web acessivel. Ainda, um estudo via dindmica molecular
realizado com base nos complexos pMHC-I modelados a partir do DockTope nos
permitiu inferir algumas das variaveis envolvidas na estabilizagdo dos complexos.
Os resultados apresentados aqui contemplam varias areas de conhecimento da
area bioldgica, favorecendo o desenvolvimento de vacinas mais racionalizadas e

alavancando o conhecimento e a compreensao de eventos imunoldgicos.



ABSTRACT

The immunologic system is constituted by a group of cells and molecules involved
mainly in the organism defense against infectious agents. In this way, the action of
proteins encoded by the MHC-I region should be highlighted, since they are
responsible for the presentation to T Cell Receptors (TCRs) of small peptides
(normally 8 to 12 amino acids in length) generated by the endogenous processing
pathway. The molecular bases underlying the presentation of peptides in the
context of MHC-I molecules are not fully understood, especially because the
complexity inherent to this process. However, it is known that molecular patterns
presented in the TCR-interaction surface of each pMHC-I, as well as complex
stability on cellular surface, are pivotal factors to determine immunogenicity. The
bioinformatics development brings together a great evolution in the field, especially
in respect to the analysis of genes and proteins sequences. Yet, the structural
study is still delayed, mainly because we have a limited number of three-
dimensional structures experimentally resolved and there is a lack of accurate
models. In this way, we aimed to automatize and optimize a bioinformatics tool to
pMHC-I modeling (D1-EM-D2 approach) and, posteriorly, to create an in silico
protocol to evaluate the pMHC-I complex stability, focusing on the interaction
between epitope and MHC-I. As a result, we created a new tool, which we called
DockTope, validated over a wider group of experimental data (135 structures in
respect to the 46 structures previously published). This tool allows any user to
model its own pMHC-I complex trough a user-friendly web interface. Also, a
molecular dynamics study performed using modeled pMHC-I complexes through
DockTope allowed us to infer important variables involved on complex
stabilization. The results presented here encompass several knowledge areas,
favoring the vaccine development and propelling the knowledge and

understanding of immunologic events.
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Introducao
O Sistema Imunoldgico - Imunidade inata e Imunidade adquirida

Falar sobre o sistema imunologico em uma simples secao de introducao de
tese, abordando suas caracteristicas mais intrinsecas, suas redes de interacfes
moleculares e a sua funcéo regulada de forma minuciosa, seria de uma enorme
presuncdo deste autor para com o leitor. Entretanto, com a humildade e a
simplicidade sobre as quais este trabalho foi pautado, expressarei nas proximas
linhas os conceitos basicos deste complexo sistema.

O sistema imunoldgico, especificamente o encontrado em vertebrados, é
composto por um conjunto de células e moléculas que, em conjunto, atuam
mantendo a homeostase da resposta imunoldgica de forma simultanea através da
() defesa do organismo contra o n&o-préprio (patbgenos, como agentes
infecciosos virais, por exemplo) e (i) da tolerdncia ao proprio (estruturas
moleculares que pertencem ao organismo). Para entender o modus operandi do
sistema imunolégico, didaticamente, os autores o subdividem em sistema
imunoldgico inato (ou natural) e sistema imunol6gico adaptativo (ou adquirido).
Como o proprio nome sugere, ambas as subdivisbes carregam um carater

implicito que as situa dentro de um panorama evolutivo.

O sistema imunoldgico inato (imunidade inata ou natural) pode ser
considerado a primeira linha de defesa do organismo. Este sistema é
compreendido por barreiras fisicas (como a camada epitelial que recobre o corpo
do organismo), células fagocitarias (como macréfagos e neutrdéfilos) e células NK
(do inglés, Natural Killer) e proteinas presentes no sangue (como as proteinas do
sistema complemento e as citocinas) com funcdes que variam desde o
reconhecimento de padrbes especificos dos patdgenos até recrutamento de
outras ceélulas do sistema imunologico. Evolutivamente, este sistema surgiu
anteriormente ao sistema imunoldgico adaptativo, sendo que em invertebrados,
fungos e plantas ele é encontrado de forma exclusiva no desempenho das

funcbes de defesa (Schulenburg et al., 2004). A imunidade inata é baseada



principalmente no reconhecimento de PAMPs (do inglés, Pathogen-associated
Molecular Patterns) através de receptores de reconhecimento de padrbes,
chamados PRRs (do inglés, Pattern Recognition Receptors) (lwasaki &
Medzhitov, 2010), tais como TLRs (do inglés, Toll-like Receptors) (Botos et al.,
2011), PGRPs (do inglés, Peptidoglycan Recognition Proteins) (Royet et al., 2011)
e NLRs (do inglés, NOD-like Receptors) (Ting et al., 2010).

J4 o sistema imunolégico adaptativo comeca a surgir a partir dos
vertebrados inferiores, em peixes chamados mandibulados (Intrafilo
Gnathostomata), ha aproximadamente 500 milhdes de anos. Acredita-se que o
sistema imunolégico adaptativo surgiu nesses peixes através de dois eventos
macroevolucionarios principais, com o (i) surgimento do gene RAG (do inglés,
Recombination-activating Gene) e de (ii) duas duplicacdes gendmicas (Flajnik &
Kasahara, 2010). Este tema esta constantemente em foco, sendo que o
conhecimento sobre ele evolui de forma bastante dindmica. Recentemente, por
exemplo, observou-se que, na verdade, em peixes nao-mandibulados (Intrafilo
Agnatha), uma duplicagdo gendémica em relagdo ao seu ancestral comum aos
gnatostomados deu origem, por evolucdo convergente, a um sistema de defesa
bastante similar ao sistema imunologico adaptativo. Inclusive, com 0 surgimento

de duas linhagens de células linfoides (Pancer et al., 2004).

Ao longo de mais de 500 milhdes de anos de coevolugcdo, um aspecto
chave é a cooperacdo funcional entre células e moléculas dos sistemas
imunologicos inato e adaptativo, direcionando a resposta imune (lwasaki &
Medzhitov, 2010). T&o incrivel quanto, é observar como algumas dessas
moléculas que estdo na interface entre os dois sistemas, permitindo a sua
atuacao simultanea, ja estavam presentes em vertebrados mais basais (Boehm et
al., 2012). Como exemplo, podemos citar a IL-17 (Tsutsui et al., 2007), molécula
crucial para o desenvolvimento da resposta pro-inflamatéria, e a IL-8 (Najakshin et
al., 1999), recrutador de leucocitos para o sitio de infecgéo, ja encontradas em

vertebrados ndo mandibulados.

O cerne do sistema imunologico adaptativo é composto por células

denominadas linfocitos B e linfocitos T. Essas células possuem um progenitor



linfoide comum (linfoblasto), o qual € oriundo de uma célula hematopoiética
pluripotente, na medula 6ssea. A partir da medula éssea, os linfocitos B recém
gerados sdo direcionados para a corrente sanguinea, enquanto que 0S
precursores dos linfocitos T, antes de entrarem no sistema circulatério para
desempenhar suas funcdes especificas, precisam passar por um processo de
selecdo no timo (Yates, 2014). Linfocitos B e T possuem receptores de
reconhecimento de antigenos em sua superficie denominados BCR e TCR,
respectivamente. O BCR, também denominado imunoglobulina de membrana,
pode ser encontrado na superficie da membrana de linfocitos B ou, apds encontro
com o patdgeno, na forma soltvel (anticorpos). Ja o TCR € encontrado apenas na
superficie de linfécitos T e sua ativacdo € dependente da apresentacdo de

peptideos no contexto do MHC, como discutiremos adiante.

Tanto os linfécitos B como os precursores dos linfocitos T estdo em um
estado inativo no momento em que séo gerados, ou seja, ainda ndo existe um
direcionamento celular especifico, coordenado por um conjunto de genes e
proteinas, para a eliminagdo de um micro-organismo especifico. Apds o encontro
com o patdgeno, entretanto, eles passam por um processo de expansao clonal e
de diferenciacdo, tornando-se células efetoras especificas e promovendo a
eliminacdo do patégeno. Apoés a finalizacdo da resposta imunoldgica, parte das
células que participaram do processo de defesa entra em apoptose, enquanto
parte das células permanece viavel. Essas células remanescentes sao
denominadas células de memdria e ajudardo o organismo a responder de forma
mais rapida e eficaz em um segundo desafio contra 0 mesmo patégeno (Gaide et
al., 2015; Kurosaki et al., 2015).

Tragando-se um paralelo entre o sistema imunolégico inato e o sistema
imunologico adaptativo, suas principais diferencas residem no fato de que a
imunidade natural é especifica para estruturas moleculares conservadas de
micro-organismos, possui limitada diversidade de células e proteinas e, em geral,
nao possui memaria imunoldgica. Ja no sistema imunoldgico adquirido, a resposta
€ especifica ndo apenas para micro-organismos, mas também para antigenos

nao-microbianos. Além disso, ha uma grande diversidade proteica, especialmente

10



no que tange aos receptores de membrana BCR e TCR e ha memoria

imunoldgica.

Portanto, em um contexto infeccioso, a resposta imunologica €
desencadeada mediante o reconhecimento do antigeno por moléculas e células
do sistema imunolégico. No contexto da imunidade adquirida, o reconhecimento
desse antigeno pode ser realizado através de anticorpos (resposta humoral), os
quais sdo secretados por linfécitos B diferenciados, também chamados
plasmadcitos. Entretanto, anticorpos sdo capazes de reconhecer apenas oS
antigenos presentes em patdégenos circulantes, ou seja, uma vez que eles
adentrem nas células, ndo ha como os mesmos serem neutralizados através da
resposta humoral. Assim, um segundo mecanismo de defesa entra em acao,
através do reconhecimento pelo TCR de peptideos apresentados por células
infectadas (resposta celular). Esses peptideos podem ser apresentados na
superficie celular por duas proteinas principais, dependendo da origem do
patégeno: o MHC de classe | (MHC-I) e o MHC de classe Il (MHC-II). Enquanto o
MHC-Il apresenta preferencialmente peptideos oriundos de patégenos
extracelulares, o MHC-1 apresenta peptideos oriundos de patégenos
intracelulares. Aqui, daremos enfoque para a via de processamento e

apresentacao de peptideos endégenos do MHC-I.

A via de processamento de antigenos enddgenos

A infeccdo celular por um patdgeno intracelular (por exemplo, um agente
infeccioso viral) desencadeia um mecanismo de defesa dependente do MHC-I.
Entretanto, uma série de passos ocorre desde a infeccdo até a apresentacdo do
peptideo viral na superficie celular.

Em um primeiro momento, proteinas citoplasmaticas, entre elas aquelas
oriundas de patdgenos, sao direcionadas para um sistema proteassomo-
ubiquitina (UPS, do inglés Ubiquitin-Proteassome System). O objetivo do sistema
UPS € a marcacao da proteina com ubiquitinas (pequenas proteinas com até 76

aminoacidos) e posterior direcionamento para o proteassomo. A marcacdo com
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ubiquitinas, também chamada poliubiquitinagdo, ocorre através de uma cascata
de eventos direcionada por trés enzimas principais: E1 (Enzima ativadora da
ubiquitina), E2 (Enzima transportadora da ubiquitina) e E3 (Ubiquitina ligase)
(Choi et al., 2012) (Figura 1).

ATP AMP + PPi
Ub

E1 E1

Proteina
do Patégeno %

\ Ub Ub Ub Ub

Proteina
do Patogeno

Figura 1. Via de poliubiquitinacdo de proteinas. A poliubiquitinacéo inicia com
a liberacéo de energia através da quebra de uma molécula de ATP, o que permite
que a enzima E1 ative a ubiquitina. Apds, ocorre a passagem da ubiquitina para a
enzima E2, deixando a enzima E1 livre para ativar novas ubiquitinas. A seguir, a
ubiquitina é transferida para a proteina do patégeno com o auxilio da enzima E3.
Finalmente, a proteina poliubiquitinada é direcionada para o proteassomo.
Modificado de Choi et al., 2012.

A ligacdo das multiplas ubiquitinas a proteina € mediada principalmente por

residuos de lisina presentes na ubiquitina (Pickart & Fushman, 2004).
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A proteina recém poliubiquitinada € direcionada para um complexo
multienzimatico de aproximadamente 2,5 MDa chamado proteassomo. O
proteassomo humano € constituido por uma subunidade central, chamada
subunidade 20S, e duas subunidades 19S localizadas nas extremidades da
subunidade 20S. Juntas, essas subunidades formam o proteassomo 26S (van de
Weijer et al.,, 2015; Voges et al.,, 1999). A subunidade 19S participa do
reconhecimento das poliubiquitinas. Ali, seis subunidades com atividade de
ATPase catalisam o desdobramento proteico e promovem a abertura do canal de
entrada da subunidade 20S. Esta subunidade, por sua vez, possui sitios
cataliticos denominados (1, B2 e B5 responsaveis pela quebra da ligacdo
peptidica envolvendo aminoacidos hidrofébicos, acidos ou basicos (Nathan et al.,
2013; Rock & Goldberg, 1999). O proteassomo contendo as subunidades
cataliticas 1, B2 e B5 é denominado proteassomo constitutivo, uma vez que é
encontrado na maioria das células. Entretanto, a liberagcdo de citocinas proé-
inflamatérias em um contexto infeccioso, como IFN-y e TNF-a, promove a
expressdo de subunidades denominadas B1i/LMP2, B2I/MECL1 e B5i/LMP7, as
quais substituem as subunidades 31, B2 e B5, respectivamente, do proteassomo
constitutivo, transformando-o em um imunoproteassomo (Nathan et al., 2013). O
imunoproteassomo € encontrado em células de atividade imune relevante (Sijts &
Kloetzel, 2011) e acredita-se que seu padrdo de clivagem diferenciada (cortes
mais precisos na extremidade C-terminal da proteina, gerando extremidades com
aminoacidos hidrofobicos ou bésicos), é importante para promover a geracao de
peptideos com maior afinidade por TAP e pelo MHC-I (Driscoll et al., 1993;
McCarthy & Weinberg, 2015).

A clivagem proteica que ocorre no imunoproteassomo gera pequenos
peptideos que usualmente variam entre 3 e 30 aminoacidos (Crews, 2003), os
quais sao gradativamente liberados no citoplasma, préximo ao reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). Parte desses peptideos sdo degradados por
endopeptidases e aminopeptidases presentes no citoplasma (Lecker et al., 2006;
Saveanu et al., 2002), enquanto outra parte consegue se ligar a um transportador
associado a apresentacao de antigenos (TAP) presente na membrana do RER. O
transportador TAP é uma proteina heterodimérica constituida pelas subunidades
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TAP1 e TAP2. As duas subunidades séo proteinas transmembrana que formam
uma abertura na parte citosodlica, permitindo que peptideos de 8 a 16 aminoacidos
se liguem e, consequentemente, sejam transportados para a parte interna do RER
(Parcej & Tampe, 2010). A proteina TAP, em conjunto com as proteinas
calreticulina, ERp57 e tapasina formam o complexo de carregamento peptidico
(PLC, do inglés Peptide Loading Complex) no MHC-I (van de Weijer et al., 2015).

O MHC-I e a apresentacdo de antigenos

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) foi descoberto ha
mais de 50 anos (Vandiedonck & Knight, 2009). Entre 1936 e 1937, Peter Gorer
foi o primeiro pesquisador a identificar um antigeno, o qual denominou Antigeno
II, a partir da andlise de aglutinacdo de eritrocitos quando em contato com soro de
coelhos. Mais tarde, na década de 40, em murinos, George Snell deu
prosseguimento aos trabalhos realizados por Gorer, identificando um sistema de
antigenos que estaria envolvido com a rejei¢cdo a enxertos e, consequentemente,
histocompatibilidade (Snell, 1986). Por se tratar do mesmo antigeno identificado
por Gorer, esse sistema passou a se chamar H-2 (do inglés, Histocompatibility-2),
correspondendo ao MHC murino. O estudo de um sistema equivalente em
humanos comecou no inicio da década de 50, a partir de uma hipétese do
pesquisador Jean Dausset, o qual afirmava que um sistema de antigenos de
histocompatibilidade similar ao observado em murinos poderia ser encontrado na
superficie de leucécitos humanos. Entretanto, apenas em 1958 sua teoria foi
validada (Dausset, 1958). A partir de entdo, o MHC humano também passou a ser
chamado Antigeno Leucocitario Humano (HLA, do inglés Human Leukocyte
Antigen). Com a evolucdo dos estudos genéticos, especialmente no que tange
aos métodos de mapeamento e sequenciamento genémico, descobriu-se que 0s
genes envolvidos na via de apresentacdo de antigenos se localizavam no braco
curto do cromossomo 6 humano (6p21.3), sitio este denominado regido do MHC
(Figura 2).
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Figura 2. Regido do MHC humano. A Regido do MHC, encontrada no braco

curto do cromossomo 6, subdividida em trés loci principais: o MHC de classe |, 0

MHC de classe Il e o MHC de classe Ill. Modificado de Imunologia Celular e

Molecular, 52 edicdo (Abbas & Lichtman, 2004).

A regido do MHC é exclusiva de genomas de vertebrados mandibulados,
nao existindo em vertebrados ndo mandibulados (Kasahara, 1999). Essa regido &
subdividida em trés loci principais (MHC de classe |, MHC de classe Il e MHC de
classe lll), os quais codificam diferentes proteinas envolvidas na resposta
imunologica. Além da elevada densidade génica (em alguns trechos séo
encontrados até 8,5 genes a cada 100 Kb), essa regido é a mais polimorfica do

genoma humano (Vandiedonck & Knight, 2009).

O locus do MHC-I, em especial, codifica uma proteina (também chamada
alétipo (Bordner & Abagyan, 2006)) composta pelos dominios a1, a2 e a3 (cadeia
pesada), os quais interagem de forma n&o-covalente com um dominio [(2-
microglobulina (codificado a partir do cromossomo 15 humano). Os dominios a1 e
a2 interagem formando uma regido de fenda, onde o peptideo/epitopo trazido do
citosol através da TAP, com o auxilio do PLC, pode ser inserido (Figura 3). Ja a

B2-microglobulina auxilia a manter a molécula estavel (Berko et al., 2005). A

15



interacdo entre epitopo e MHC-lI se d& através de ligagbes de hidrogénio,
principalmente em posi¢cdes de ancoragem do MHC-I, e forgas de Van der Waals.

Dominio

Dominio
a3

B2-microglobulina

Figura 3. Representacao da estrutura tridimensional do MHC-I. Em representacao
ribbon, os dominios a1, a2 e a3 (azul) e a B2-microglobulina (em amarelo). Em

representacao stick, o epitopo (verde).

O maior grau de polimorfismo ocorre na regido do MHC-I que expressa 0s
dominios a1 e a2 (Sette & Sidney, 1998), o que gera uma grande diversidade
alélica e, por conseguinte, permite que uma ampla variedade de peptideos possa
interagir com o MHC-I. Cada individuo pode apresentar até 6 alelos de MHC-I (3
vindos da mée e 3 vindos do pai) e essa heranca se da na forma de haplétipos
(Zuniga et al., 2013). Até o momento, ja foram identificados pouco mais de 9.000
alelos compreendendo os loci HLA-A, HLA-B e HLA-C. Destes, cerca de 6.000
expressam um alétipo completo (http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html).

Cada al6tipo possui um conjunto de residuos caracteristicos que compde a fenda
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do MHC-I. De acordo com esses residuos, cada al6tipo € identificado por um
nome, o qual contém basicamente um prefixo, 0 gene expresso, o grupo alélico e
a proteina especifica. Por exemplo, no alétipo HLA-A*02:01, “HLA” representa o
prefixo, “A” representa 0 gene expresso, “02” representa o grupo alélico e “01”
representa a proteina especifica. Para mais informac¢des sobre a nomenclatura
completa dos alelos de MHC-I, veja o “Capitulo Il - MHC, Viral Infection and

Immunoinformatics”.

A enorme variedade de al6tipos confere & molécula de MHC-I a capacidade
de se ligar a uma grande diversidade de peptideos. Estima-se que o conjunto de
moléculas de MHC-I expressas por um unico individuo possui a capacidade de
ligar até 2,5 x 10° peptideos nonameros (peptideos com 9 aminoéacidos) (Welsh et
al., 2010; Wucherpfennig et al., 2007). Considerando-se que o MHC-| possui a
capacidade de ligar usualmente peptideos entre 8 e 14 aminoacidos (Ekeruche-
Makinde et al., 2012), esse numero pode ser ainda mais expressivo. Entretanto, o
estudo a nivel molecular da interagdo peptideo:MHC-I (pMHC-I) pode se tornar
bastante custoso em um universo com mais de 6.000 al6tipos de MHC-I, cada um
com a capacidade de ligar uma quantidade ainda maior de epitopos. Assim, em
meados da década de 90, iniciou-se a caracterizacdo de supertipos (ou
supermotivos) de MHC-I baseado em propriedades fisico-quimicas de grupos de
aminoacidos presentes na regido de fenda (Sette & Sidney, 1998; Sidney et al.,
1996). Esses grupos de residuos se arranjam formando pequenos “bolsdes”
(denominados pockets), os quais interagem de forma especifica com diferentes
partes do epitopo. As moléculas de MHC-I possuem um conjunto de pockets,
nomeados de A até F, cuja constituicdo e afinidade por residuos do ligante varia
entre os diferentes al6tipos. Por exemplo, o pocket B de HLA-A*02:01, o qual
interage com o aminodcido da posicdo 2 do epitopo, € compreendido pelos
residuos 7, 9, 24, 34, 45, 63, 66, 67, 70, e 99, 0s quais possuem a caracteristica
de serem pequenos e alifaticos (A, T, S, V, L, I, M e Q), da mesma forma que o
alétipo HLA-A*68:27. Dessa forma, ambos os al6tipos sdo agrupados em um

mesmo supertipo chamado A02 (Sidney et al., 2008).
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Uma vez na superficie da célula, o pMHC-I passara pelo escrutinio do
Receptor de Célula T (TCR), presente em linfocitos T CD8" (Figura 4). O
reconhecimento do pMHC-I se da através de contatos especificos entre residuos
do epitopo, residuos do MHC-I e residuos do TCR. A maior parte dos linfécitos
encontrados no nosso corpo envolvidos na resposta imune adaptativa possuem
em sua superficie TCRs compostos pelos dominios proteicos a e B. Na regido de
interacdo de cada dominio sdo encontradas trés Regides Determinantes de
Complementariedade, denominadas CDRs (CDR1, CDR2 e CDR3). As CDR1 e
CDR2, normalmente, reconhecem residuos do MHC-I, enquanto a CDR3 esta
envolvida no reconhecimento de amino&cidos do epitopo, mais especificamente
os residuos da regido central do epitopo (Rossjohn et al., 2015). O
reconhecimento do pMHC-I pelo TCR se da de forma degenerada, de forma que
um unico TCR pode reconhecer até 1.000.000 de peptideos diferentes ligados ao
mesmo MHC-I (Wooldridge et al.,, 2011). Ao processo de reconhecimento e
geracdo de uma resposta imunoldgica de mais de um pMHC-I pelo mesmo TCR
se da o nome de reatividade cruzada (Baker et al., 2012; Motozono et al., 2014;
Sinigaglia et al., 2013).

TCR

PMHC-I

Figura 4. Interacédo entre pMHC-I e TCR. O reconhecimento do complexo
pMHC-I (MHC-1 em azul e epitopo em verde) ocorre através da interagdo com as
regibes determinantes de complementariedade (CDRs) presentes no TCR. E

possivel observar o contato mais proximo entre CDR3a/CDR3 com o epitopo.
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Para que ocorra o reconhecimento, com desencadeamento da resposta
imunolégica, € importante que alguns fatores sejam levados em conta, como a
complementariedade de topografia e cargas entre pMHC-I e TCR, bem como a
estabilidade do pMHC-I na superficie celular por determinado tempo (Harndahl et
al., 2012; He et al., 2014; Jorgensen et al., 1992; Wooldridge et al., 2012). Um
ponto de discussao interessante que vem ganhando importancia, especialmente
na ultima década, diz respeito ao papel combinado da afinidade do epitopo pelo
MHC-I e da estabilidade do complexo pMHC-I com a imunogenicidade. Estudos
mostram que existe uma relacao direta entre a afinidade e a estabilidade, ou seja,
€ mais provavel que um complexo pMHC-I formado com um peptideo com
elevada afinidade apresente maior estabilidade. Entretanto, o fato de um peptideo
nao possuir elevada afinidade nado significa que o complexo, necessariamente,
ndo se manterd estavel o suficiente para permitir o reconhecimento pelas células
T (Harndahl et al., 2012; Hoppes et al., 2014; Narzi et al., 2012; van der Burg et
al., 1996; Wu et al, 2012; Yanaka et al.,, 2014). Para obter um melhor
entendimento de como caracteristicas moleculares podem influenciar na
imunogenicidade de diferentes complexos pMHC-I, ferramentas de

imunoinformética sdo comumente empregadas.

Imunoinformatica: a bioinformatica aplicada ao estudo da Imunologia

7

A bioinformética é uma éarea de estudo interdisciplinar que comecou a
surgir durante o desenvolvimento do Projeto Genoma Humano. Embora
ferramentas computacionais ja fossem aplicadas de forma limitada ao estudo de
moléculas bioldgicas, no inicio da década de 90 houve uma grande mobilizac&o
de recursos financeiros e a criagdo de novas demandas computacionais, como
consequéncia da corrida pela publicacio do primeiro rascunho do
sequenciamento do genoma humano pelos pesquisadores Francis Collins
(consoércio publico) e Craig Venter (consércio privado). Assim, se fez necessario o
desenvolvimento de ferramentas de informética que pudessem auxiliar a estocar,
analisar e processar os dados obtidos a partir do sequenciamento de DNA
(Ikekawa & Ikekawa, 2001).
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O grande volume de dados comecou a dar origem a diferentes areas de
pesquisa, as chamadas ciéncias “6micas”, como a gendmica (estudo do genoma),
a transcriptémica (estudo do transcriptoma), a protedmica (estudo do proteoma),
entre outras. Nesse contexto, como era de se esperar, surgiu também a
imundmica, que nada mais € do que o estudo do imunoma humano, ou seja, dos
genes e proteinas envolvidas em reacdes imunolégicas (Tomar & De, 2010).
Nesse contexto, em 1989, é criado o IMGT® (do inglés, the international
ImMMunoGeneTics information system), o qual marca o surgimento de uma nova
area na interface entre a imunogenética e a bioinformatica, a chamada

imunoinformaética.

A imunoinformética estd ligada a diferentes areas dentro da imunologia,
como o estudo da interacdo patdégeno-hospedeiro, a predicdo de epitopos de
células T e células B, vacinacao in silico, identificacdo de genes ligados ao
sistema imunolégico, criacdo de bancos de dados imunbmicos, entre outros
(Tomar & De, 2010). Dentro desse contexto, a imunoinformatica foi extremamente
importante para o desenvolvimento de uma &rea chamada vacinologia reversa
(Rappuoli, 2000). Métodos tradicionais de desenvolvimento de vacinas iniciam-se
com o uso de técnicas bioquimicas, sorologicas e microbiolégicas para
identificacdo de componentes imunogénicos presentes em patdgenos. Apos
varias etapas de caracterizacdo e isolamento do alvo, pode-se chegar ao
sequenciamento e clonagem do gene de interesse, para posterior expressao da
proteina e testes de imunizacao in vivo. Entretanto, nem sempre é possivel aplicar
essas técnicas, seja por dificuldades de cultivar o patégeno in vitro, seja pela
ampla variabilidade apresentada pelos patégenos, mesmo aqueles relacionados.
A vacinologia reversa, como o préprio nome sugere, faz uso da informacédo
genbmica e imundmica para andlise e identificagéo, in silico, de genes candidatos
que, possivelmente, codificam antigenos envolvidos em eventos imunogénicos.
Dessa forma, a informacdo advinda da imunoinformatica € utilizada para o
desenvolvimento e aplicacdo de novas vacinas (Davies & Flower, 2007; Donati &
Rappuoli, 2013).
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Imunoinforméatica e o MHC-I

A area da imunoinformatica tem crescido bastante nos ultimos anos, sendo
que novas ferramentas, técnicas e bancos de dados tem sido desenvolvidos, a
grande maioria direcionados para a area da vacinologia (Khalili et al., 2014; Khan
et al., 2015; Schubert et al., 2015). Tem havido grande interesse especificamente
no estudo da via de processamento de peptideos enddégenos e interacdo com o
MHC-I. Entre os programas, podemos citar (i) o NetChop 3.1, um servidor online
baseado em redes neurais e dados experimentais com 0 objetivo de predizer a
clivagem proteica realizada pelo proteassomo (Nielsen et al., 2005), o (i)
TAPPred, ferramenta utilizada para predizer a afinidade de peptideos gerados
pelo proteassomo a proteina TAP (Bhasin & Raghava, 2004) e (iii) o NetMHC e o
BIMAS, ambos direcionados para a predicéo de afinidade de ligacao entre epitopo
e MHC-I (Lundegaard et al., 2008; Parker et al., 1994). Também existem
servidores que permitem a analise conjunta de todos os passos da via de
processamento de antigenos endogenos, como é o caso do IEDB (Immune
Epitope Database and Analysis Resource) (Vita et al., 2014). Mais do que uma
plataforma para ferramentas de imunoinformatica, o IEDB também € um dos
principais bancos de dados experimentais relacionados a epitopos de células T e
B.

Além das ferramentas de andlise de sequéncia, outras ferramentas
aplicadas ao estudo estrutural das moléculas podem ser utilizadas, como por
exemplo, a dinamica molecular (DM). A DM se baseia na resolucdo de um
conjunto de equacfes da mecanica classica (contemplando as Leis de Newton),
as quais sao utilizadas para prever a movimentacao dos atomos que compde uma
molécula ao longo do tempo de simulagdo. Um dos primeiros estudos realizados
na area bioldgica utilizando a DM foi para averiguar o dobramento de uma
proteina, mais especificamente, um inibidor de tripsina pancreatica bovina (Levitt
& Warshel, 1975). Isso foi na década de 70, quando as restrigbes computacionais
nao permitiam o estudo de grandes moléculas. Entretanto, as possiveis
aplicacoes da dinamica molecular jA& comecavam a ser exploradas amplamente.
Trés pesquisadores de destaque na area (Martin Karplus, Michael Levitt e Arieh

Warshel), os quais firmaram vérias das bases para o estudo de predicdo de
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interagbes atébmicas na década de 70 utilizando dindmica molecular, receberam
em 2013 0 Prémio Nobel em Quimica
(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2013/). No campo da
imunologia, a DM pode ser utilizada para uma série de estudos, como a avaliacdo
do comportamento de moléculas quando em uma solu¢cdo aquosa, o grau de

flexibilidade de residuos, a interacdo entre receptores e ligantes, entre outros.

Basicamente, a simulacdo de dindmica molecular comeg¢a com a
construcdo de uma caixa virtual, a qual ira conter a proteina de interesse, ions
que estabilizardo o sistema e agua (Figura 5). Apés, escolhe-se um campo de
forca, o qual contera as informacfes necessarias para a realizacdo dos célculos
energéticos do sistema. O campo de forca deve ser capaz de calcular a energia
proveniente a partir de atomos que interagem através de ligacBes covalentes e
nao-covalentes. Ao final da simulacéo, € possivel extrair os dados que refletem o

comportamento da molécula no ambiente em que ela foi posicionada.
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Figura 5. Construcdo de um sistema para realizagdo de dindmica molecular.
Primeiramente, escolhe-se a proteina de interesse, preparando-a individualmente.
Apés, o sistema € preparado dentro de uma caixa virtual criada pelo programa

que ird rodar a simulacao, acrescentando-se ions e agua.
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Considerando a importadncia da imunoinformatica para a resolugdo de
problemas relacionados a via de processamento de antigenos enddégenos, em
2010, nosso grupo empregou esforcos para o desenvolvimento de uma técnica
baseada em padrfes alelo-especificos de MHC-I para predizer o modo de ligacao
de epitopos diversos (Antunes et al., 2010). Brevemente, a técnica inicia a partir
do momento em que o usuério fornece uma sequéncia linear de um peptideo de
interesse. Essa sequéncia é transformada em uma estrutura tridimensional, a qual
varia de acordo com o al6tipo escolhido. Em seguida, o programa AutoDock Vina
(Trott & Olson, 2009), especifico para ancoragem molecular entre ligante e
receptor, procura pela melhor conformacao do epitopo dentro da fenda do MHC-I.
A melhor conformacdo € escolhida e o complexo pMHC-I passa por uma
minimizacdo de energia. Apds, é realizada mais uma rodada de ancoragem
molecular, visando o refinamento da estrutura final. A técnica, denominada D1-
EM-D2, foi validada utilizando mais de 40 complexos pMHC-I do PDB, principal
banco de dados com estruturas tridimensionais resolvidas experimentalmente. A
partir desta técnica, conseguimos modelar complexos com caracteristicas
especificas para cada al6tipo permitido (HLA-A*02:01, HLA-B*27:05, H-2-Db e H-
2-Kb), cada um contendo epitopos com diferentes composicdes de aminoacidos e
diferentes tamanhos. Essa técnica permitiu, consequentemente, a criagdo de um
banco de dados com estruturas tridimensionais modeladas a partir da técnica D1-
EM-D2, o qual chamamos de CrossTope (Sinigaglia et al., 2013).

A concepcdo sobre a necessidade de se criar uma ferramenta para
modelagem de complexos pMHC-lI surge a partir do momento em que
observamos (i) a importancia no estudo de estruturas tridimensionais para
responder questdes imunoldgicas e (i) a falta de ferramentas adequadas para
modelagem e estudo das interacdes entre epitopo e MHC-I. Comparando-se o
namero de sequéncias proteicas depositadas no NCBI com o numero de
proteinas com estruturas tridimensionais resolvidas experimentalmente
depositadas no PDB, observamos que o nimero de sequéncias excede em mais
de 450 vezes o numero de estruturas. Assim, sentimos a necessidade de criar
uma técnica automatizada, validada sobre um amplo conjunto de dados e,

principalmente, acessivel para qualquer usuario interessado em modelar
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complexos pMHC-I. Ainda, a partir da modelagem desses complexos, também
vislumbramos a criagdo de uma ferramenta de predicdo de estabilidade de
complexos pMHC-I que, combinada com outras ferramentas, possa ser utilizada

para avaliar imunogenicidade.
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Objetivos

Considerando que o desencadeamento da resposta imunolégica através de
células T CD8+ esta intimamente relacionado com elementos estruturais de
complexos pMHC-lI, bem como com a estabilidade destes complexos na

superficie das células, este trabalho teve os seguintes objetivos:

Objetivo Geral

Realizar a predicdo estrutural e inferir a estabilidade de complexos pMHC-I

através de uma abordagem computacional.

Objetivos Especificos

i. Desenvolver um método automatizado para construcdo de complexos

PMHC-I.

o Encadear, parametrizar e programar os passos da técnica D1-EM-D2;

o Revalidar a técnica D1-EM-D2 ap0s automatizacdo, com inclusdo de
novos parametros de escolha do melhor modelo e um conjunto maior
de dados experimentais;

o Desenvolver uma interface web para a ferramenta (DockTope) a fim de
permitir que usuarios sem conhecimento computacional prévio sejam

capazes de modelar complexos pMHC-I de interesse.

i. Desenvolver uma nova abordagem para avaliar a estabilidade de
complexos pMHC-I utilizando dinamica molecular.
o Criar um protocolo utilizando simula¢des de dindmica molecular com
diferentes condi¢bes sobre as estruturas analisadas;
o Analisar e selecionar 0os melhores parametros indicadores de
estabilidade, a fim de utiliza-los posteriormente para analise de um

conjunto maior de dados.
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Chapter 6

MHC, VIRAL INFECTION AND IMMUNOINFORMATICS

Mauricio Menegatti Rigo, Dinler Amaral Antunes, Marialva

Sinigaglia, José Artur Bogo Chies and Gustavo Fioravanti Vieira
Department of Genetics, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil

ABSTRACT

The immunologic surveillance is performed by several molecules (e.g. antibodies
and complement system) and cells (e.g. T lymphocytes, Natural Killer cells) which are
triggered depending on the type of infection. In the specific context of the viral infection,
a special set of molecules, named Major Histocompatibility Complex of class I (MHC-I),
which is represented by the Human Leukocyte Antigen (HLA) genes in humans, perform
an essential role. These molecules are responsible for the presentation of small peptides
from viruses, parasites, bacteria or even from human proteins to the T Cell Lymphocytes,
which will or will not trigger an immune response, through the T Cell Receptor (TCR)
interaction. There are two classes of MHC: MHC-I and MHC-II. The MHC-I is
responsible for the presentation of small peptides (8-12 amino acids long) generated by
endogenous processing, while the MHC-II presents longer peptides (up to 30 amino
acids) from exogenous environment. Regarding MHC-I presentation it is known that
topologies and electrostatics patterns of the peptide:MHC (pMHC) interacting region are
important for TCR recognition. Also, the affinity and stability between the peptide
(epitope) and the MHC (receptor) play a crucial role, especially on what concerns
electrostatics and non-hydrophobic interactions between the MHC and anchor residues of
the peptide. All these features stand for the peptide immunogenicity. The knowledgment
of issues regarding peptide affinity by MHC cleft and the stability of resulting complex is
pivotal for vaccine development field. Nowadays, there are several immunoinformatics
tools available to assist the resolution of this task. For instance, peptide binding affinity
could be predicted through several computational methods (i.e. using tools that consider
amino acid sequence composition and preferential anchor residues occurrence). There are
also bioinformatics tools that are not specific for immunological issues, but can be used
for this purpose, such as molecular docking and molecular dynamics. The latter can be
used to assess pMHC complex stability, one of the main factors involved in peptide
presentation. In the present chapter we intend to review basic molecular aspects regarding
the MHC-I molecule and its interaction with different epitopes. Also, the use of
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Abstract

The immune system is constantly challenged, being required to protect the organism
against a wide variety of infectious pathogens and, at the same time, to avoid autoimmune
disorders. One of the most important molecules involved in these events is the Major
Histocompatibility Complex class | (MHC-I), which is responsible for bind and present small
peptides from intracellular environment to CD8" T cells. The study of peptide:MHC-1 (pMHC-I)
molecules at a structural level is crucial to understand the molecular mechanisms underlying the
immunologic responses. Unfortunately, there are few structures currently available on the Protein
Data Bank (PDB) and pMHC-I modelling approaches are not fully available. Here, we presented
the DockTope, a free and reliable web-based tool for pMHC-I modelling, based on crystal
structures from PDB. DockTope is fully automated and allows any researcher to construct its own
pMHC-I complex in an efficient way. In order to validate our new methodology we reproduced a
dataset of 135 non-redundant pMHC-I structures from PDB (Ca RMSD below 1 A). The pMHC-I
modelling is remarkably important since it takes the immunology study to the next level,
contributing to the knowledge of important events such as cross-reactivity, autoimmunity, cancer

therapy, transplantation and rational vaccine design.
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Abstract

The immune system is constantly challenged by a variety of pathogens, being
required to protect the organism against these invaders. One of the defence
mechanisms employs a set of molecules called MHC-I, which are able to bind
short peptides (epitopes), forming a final complex called peptide:MHC-I (pMHC-I).
The pMHC-I is displayed at the cell surface where it will pass through the scrutiny
of a T Cell Receptor (TCR). The interaction between TCR and pMHC-I will define
the immunologic response, and this encounter will also depend on the pMHC-I
structural stability. Here, we aimed to define a protocol based on molecular
dynamics of two epitopes presented by the MHC-I HLA-A*02:01 in order to
stablish a new way to asses in silico pMHC-I stability. To do that, we first modelled
two independent epitopes, one with recognized immunogenicity (CVNGVCWTYV)
and an Altered Peptide Ligand (APL) with modified anchor positions
(CKNGVCWTS). Each pMHC-I was submitted to a set of molecular dynamics
protocols using different constrains over specific MHC-I atoms groups. We were
able to identify a protocol capable to differentiate the two assayed pMHC-I
complexes based on stability patterns, such as root mean square deviation, root
mean square fluctuation and hydrogen bonding between key residues. We also
investigated at molecular level which residues are being responsible for this
differential stability. The findings here can be used to determine novel targets for
vaccine approaches before in vitro/in vivo testing. Moreover, this study also sets
the foundation for the development of a more comprehensive tool to further

investigation on immunogenicity of pMHC-I complexes.
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Discussao Geral

Este trabalho teve como objetivo a otimizacdo e automatizacdo de uma
ferramenta online, a qual denominamos DockTope, voltada para a modelagem de
complexos tridimensionais de pMHC-I, tendo como arquivo de entrada apenas a
sequéncia FASTA do epitopo a ser modelado. Além disso, também propomos a
criacdo de uma ferramenta baseada em dinamica molecular para avaliar a

estabilidade in silico de complexos pMHC-I.

Em um momento de intensa investigacao de sequéncias de DNA, durante a
década de 90, a imunoinformatica surgiu para preencher uma lacuna e auxiliar na
identificacdo e analise de dados relativos ao sistema imunologico (Lefranc, 2014).
O continuo crescimento do sequenciamento, dando origem as diferentes ciéncias
“‘Omicas”, aliado as ferramentas de imunoinformatica, possibilitou que se
firmassem as bases para o surgimento da vacinologia reversa (Rappuoli, 2000). A
vacinologia reversa traz consigo duas grandes vantagens: (i) a possibilidade de se
analisar proteomas inteiros, buscando alvos que até entdo ndo poderiam ser
identificados de maneira eficaz através de experimentos in vitro/in vivo e (ii) a
possibilidade de busca de alvos vacinais contra patdégenos dificeis de se cultivar
in vitro (Donati & Rappuoli, 2013). Dentro desse contexto, a imunoinformatica
avanca concomitantemente com a quantidade de dados gerados, e ferramentas
de predicdo comecam a surgir, baseadas especialmente na estrutura primaria de
proteinas. Um conjunto significativo dessas ferramentas aborda a via de
apresentacdo de antigenos endogenos, uma vez que esta € a principal via
envolvida na apresentacdo de peptideos oriundos de patdgenos intracelulares

para o sistema imunolégico, como € o caso dos agentes infecciosos virais.

Existe atualmente uma série de ferramentas baseadas em sequéncias
envolvidas na predicdo de diferentes partes da via de processamento de
antigenos endogenos, desde a predicdo de corte pelo proteassomo, até a
predicéo de afinidade do epitopo pelo MHC-I. Por exemplo, o programa NetChop
€ um programa baseado em ANN que utiliza dados in vitro advindos da clivagem
de B-caseina bovina e enolase de levedura pelo proteassomo 20S para predizer a
clivagem de qualquer proteina, desde que fornecida a sua sequéncia FASTA
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(Nielsen et al., 2005). J4 o TAPPred é um programa baseado em SVM que utiliza
métodos de aprendizagem estatistica. Este programa foi treinado com um grupo
de mais de 400 peptideos, os quais demonstraram diferentes graus de afinidade
pelo transportador TAP in vitro (Bhasin & Raghava, 2004). J& no contexto da
apresentacdo de antigenos na superficie celular, existem varios programas
direcionados para avaliar a afinidade do epitopo pelo MHC-I. Dois deles, o
NetMHC (Lundegaard et al.,, 2008) e o BIMAS (Parker et al., 1994), sao
amplamente utilizados. O NetMHC foi criado com base em dados oriundos do
IEDB (Vita et al.,, 2014), SYFPEITHI (Rammensee et al., 1999) e dados de
afinidade obtidos no préprio laboratério do grupo que criou a ferramenta. Da
mesma forma que o NetChop, ele € baseado em ANN. J& o servidor BIMAS foi
construido com base em um compilado de dados da literatura e se baseia em
uma matriz de distribuicdo da probabilidade de se encontrar determinado

aminoacido em cada posi¢ao do epitopo.

A andlise de sequéncias proteicas baseada na estrutura linear é
importante, entretanto, deixa de responder algumas questdes que poderiam ser
mais bem acessadas através da estrutura terciaria da proteina. No ambito
imunologico, a utilizacdo de dados estruturais pode permitir (i) a avaliacdo da
afinidade do epitopo pelo MHC-I com dados de area acessivel ao solvente,
volume ocupado na fenda do MHC-I, presenca ou nao de moléculas de agua
intermediando ligacBes de hidrogénio, angulos de ligacdo entre pares de
aminodacidos; ndo se restringindo apenas a analise de suas caracteristicas fisico-
quimicas, (ii) avaliacdo de modos de ligacdo entre TCR e pMHC, (iii) desenho de
farmacos e analogos peptidicos para melhorar ligacdo do epitopo com MHC, entre
outros (Bordner & Abagyan, 2006; Hoppes et al., 2014).

Entretanto, o uso em larga escala de estruturas tridimensionais € limitado
pela baixa disponibilidade dessas estruturas, que para serem resolvidas
experimentalmente precisam do emprego de técnicas como Cristalografia e
Difracdo de Raios-X e Ressonancia Magnética Nuclear, as quais exigem tempo,
dinheiro e mé&o de obra altamente qualificada. Uma consulta ao PDB, principal

banco de dados de proteinas tridimensionais, nos mostra que atualmente ha
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cerca de 109.000 estruturas depositadas
(http://www.rcsb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.do?content=total&seqid=1
00). A titulo de comparacao, esse valor € mais de 450 vezes menor do que o
namero de sequéncias proteicas depositadas no UniProtkKB, banco de dados de
sequencias proteicas curadas, que totaliza cerca de 50.000.000 sequéncias
(http://www.uniprot.org/uniprot/). Restringindo-se a andlise, uma busca utilizando
as plavras-chave “MHC”, “HLA” e “Homo sapiens” retorna cerca de 50.000
resultados do UniProtKB, enquanto apenas cerca de 700 resultados do PDB

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

Nesse sentido, uma abordagem utilizando a modelagem molecular se torna
interessante e bastante viavel, haja visto que atualmente encontra-se disponivel
um poderio computacional adequado para cumprir estas tarefas num tempo
razoavel e softwares dedicados para essa funcdo. A modelagem molecular de
epitopos no contexto do MHC-I, entretanto, deve ser feita com cautela. Ha cerca
de 6.000 alelos de MHC-I, alguns codificam al6tipos com diferencas em apenas
um unico aminoacido, mas que pode interferir de maneira significativa no modo de
ligacdo de cada epitopo. Por exemplo, os al6tipos HLA-B*27:05 e HLA-B*27:09
diferem em apenas um aminoacido localizado na regido de ligacdo ao epitopo
(ocorre a troca de um Acido Aspartico por uma Histidina na posicédo 116). Essa
diferenca ja € suficiente para que ocorra a ligacdo de um conjunto diferente de
peptideos (Ramos et al., 2002). Este tipo de apresentacao diferencial de alelos de
MHC-I distintos pode tanto promover um ganho na capacidade de responder a um
novo patégeno como também pode levar a efeitos danosos como a predisposi¢ao
a patologias autoimunes, como € o caso da espondilite anquilosante nos
individuos que expressam o HLA-B*27:09 (Narzi et al., 2012). Além disso, outros
obstaculos estdo presentes na modelagem de epitopos no contexto do MHC-I,
pois alguns peptideos, mesmo que diferentes entre si, mantém uma energia de
ligagdo ao MHC-I parecida, o que torna dificil distingui-los através de fungdes
energéticas utilizadas pelos programas de modelagem. Além disso, o elevado
namero de ligacdes flexiveis nos aminoacidos do epitopo e do MHC-I amplia de
forma exponencial o espago conformacional a ser analisado pelos programas
(Bordner & Abagyan, 2006).
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E nesse contexto que desenvolvemos uma técnica de modelagem
molecular, chamada D1-EM-D2 (Figura 1 do Capitulo IIl) (Antunes et al., 2010),
para peptideos no contexto do MHC-I (mais especificamente para os alotipos
humanos HLA-A*02:01 e HLA-B*27:05 e murinos H-2-Db e H-2-Kb). No presente
trabalho essa técnica foi aprimorada, validada sobre um conjunto maior de dados
e disponibilizada em uma verséo online, a qual denominamos DockTope. Existem
trés técnicas principais atualmente utilizadas para modelagem de pMHC-I: (i) o
MHCsim (Todman et al., 2008), (i) o pDOCK (Khan & Ranganathan, 2010) e (iii)
um protocolo de ancoragem molecular utilizando Método de Monte Carlo (Bordner
& Abagyan, 2006). O MHCsim, foi o primeiro servidor automatizado e
disponibilizado online voltado para a construcdo de complexos pMHC. O método
utilizado, basicamente, |é as sequéncias de entrada (MHC e epitopo) e realiza a
busca em um banco de dados interno pela estrutura de pMHC, escolhendo as
estruturas que apresentam maior similaridade em relacdo as sequéncias de
entrada. Apés, os residuos do pMHC sédo simplesmente substituidos pelos
residuos da sequéncia de entrada, gerando o modelo tridimensional. Dessa
maneira, o DockTope apresenta algumas vantagens, uma vez que ele ndo é
baseado apenas na similaridade de sequéncias, mas sim em dados estruturais
obtidos a partir de padrbes alelo-especificos apresentados pelos epitopos
recuperados de cristais do PDB. Além disso, é possivel construir complexos
PMHC-I no DockTope com epitopos de diferentes tamanhos, ndo apenas
nonameros como no caso do MHCsim. Outro ponto importante a ser destacado é
que o DockTope permite a construgao tanto de complexos humanos quanto de
murinos e o MHCsim apenas de humanos. Isso é um ganho interessante, uma
vez que trabalhos de prospeccédo de antigenos sédo primeiramente realizados em
modelos animais e os dois al6tipos (H-2-Db e H-2-Kb) sdo amplamente
frequentes em linhagens isogénicas de camundongos C57BL/6 (Abbas &
Lichtman, 2004).

Por sua vez, o pDOCK é uma metodologia utilizada para modelagem de
complexos pMHC baseada principalmente em um algoritmo de otimizacdo global
chamado ICM (do inglés, Internal Coordinate Mechanics), amostragem Monte

Carlo e minimizagé&o local. Os autores validaram a técnica sobre um grupo de 186
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estruturas pMHC-I e pMHC-II com valores de RMSD (Ca) abaixo de 1 A. Esse
baixo valor de RMSD, entretanto, pode ser atribuido ha maneira como a validagéo
foi feita, uma vez que os autores utilizaram re-docking, ao invés de cross-docking
(método utilizado para validar o DockTope). Enquanto no re-docking o receptor e
o ligante sado separados para, posteriormente, o ligante ser ancorado no mesmo
receptor, no cross-docking o ligante a ser ancorado ndo estava complexado
aguele receptor especificamente. Ainda, um dos grandes problemas desta técnica
€ o fato dela ndo estar disponivel para os usuarios, sendo mantida como um
protocolo exclusivo do grupo que a desenvolveu. O método publicado por Bordner
& Abagyan em 2006 também é baseado em um algoritmo ICM de otimizagéo
global, assim como modelagem por homologia (para gerar as estruturas
tridimensionais) e SVM (para treinar a funcdo de escore da ancoragem
molecular). Os autores validaram a técnica através de cross-docking obtendo
valores de RMSD (Ca) abaixo de 1 A para 14 estruturas de HLA-A*02:01 e 9
estruturas de H-2-Kb. As grandes desvantagens dessa ferramenta constituem-se
no fato de que a validacao foi feita sobre um pequeno grupo de estruturas, além

de ela ndo ser disponibilizada online.

O DockTope surge como uma plataforma online que permite que qualquer
usuario consiga modelar um complexo pMHC-I, independentemente do seu grau
de conhecimento de ferramentas de computacdo. Ao contrario das técnicas
anteriormente citadas, aqui foram utilizados dados estruturais baseados no
padrdo conformacional adotado pelo epitopo quando complexado a cada um dos
alétipos. Os padrdes foram obtidos a partir da analise direta de 135 estruturas
cristalografadas, sendo 68 de HLA-A*02:01, 10 de HLA-B*27:05, 38 de H-2-Db e
19 de H-2-Kb. Os dados foram validados através de cross-docking com uma
média de RMSD (Ca) e RMSD (todos os &atomos) de 0.882 A e 1.964 A,

respectivamente.

Quando se fala em validacdo de dados de modelagem molecular de
proteinas, buscamos alcancar um valor de RMSD abaixo de 2 A ao comparar a
estrutura modelada com o seu alvo (Bagaria et al., 2011; Madurga et al., 2005).

Esse valor é utilizado como padrdo e foi obtido a partir de uma média geral
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baseada na resolucéo de estruturas cristalografadas. Para melhorar a acuracia da
nossa validacao, entretanto, nés resgatamos os valores de resolu¢do apenas dos
cristais envolvidos na andlise (Figura 3 do Capitulo Ill). Para cada alotipo,
obtivemos um valor médio de resolucdo. Observamos que os valores de
validacédo, comparando-se o RMSD (Ca) entre o modelo e o seu alvo, foram

significativamente menores do que os valores de resolugao dos cristais.

Uma das razbes para os bons resultados apresentados pelo DockTope
esta na forma como as estruturas sao geradas e escolhidas (Figura 6). O
programa AutoDock Vina (Trott & Olson, 2009) é responsavel por gerar um
conjunto de conformacdes a partir do arquivo de entrada, a cada rodada de
ancoragem molecular. Primeiramente, as melhores conformag¢des s&o
ranqueadas de acordo com a energia de ligagdo (calculada pelo programa). No
caso do DockTope, programamos uma linha de codigo que permite que o
programa rode 20 vezes, resultando na geracdo de até 1000 conformacfes. Apds
cada rodada, recuperamos a melhor conformacéo, levando-se em consideracao
valores de energia de ligagdo. Posteriormente, realiza-se um calculo para
recuperar a conformacdo média, ou seja, aquela que apresenta menor desvio
quadratico médio (RMSD) em relacdo as 20 conformacBes escolhidas
inicialmente (Capitulo 1ll para mais detalhes). Esse célculo foi desenvolvido
especialmente para o DockTope e leva em consideracdo ndo apenas a energia de

ligacdo, mas também a conformac&o média do grupo mais representativo.
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Figura 6. Escolha da melhor conformacdo do epitopo. (A) Ap6s rodar 20
vezes, 0 AutoDock Vina ordena as melhores conformacfes de acordo com a
energia de ligacdo de cada uma, gerando um total de 20 conformacdes. (B) As 20
conformacdes sdo mostradas no contexto do MHC-I, cada uma com pequenas
diferencas no modo de interagcdo entre cada par de atomos. (C) A melhor
conformacao é escolhida através de um célculo baseado na energia de ligagéo e

a conformacdo média do grupo mais representativo.
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Analisando-se os dados de validagdo com mais cautela, nos chamou a
atencao que um dos valores de RMSD (Ca) de uma estrutura modelada de HLA-
A*02:01 encontrava-se com um valor bastante superior (3,129 A) as outras
estruturas modeladas do mesmo grupo. O epitopo referente a essa estrutura
(LAGIGILTV), na verdade, € oriundo da proteina MART-1/Melan-A (Kawakami et
al.,, 1994). Esse epitopo representa uma variante de um epitopo decamero
(ELAGIGILTV), o qual é reconhecido por ceélulas T reativas contra MART-
1(Borbulevych et al., 2007). Esse epitopo decamero adota uma posi¢cao dentro da
fenda do MHC-I de forma que a porcdo central se mantém mais voltada para a
area externa (Figura 5 do Capitulo Ill). O epitopo nonamero segue 0 mesmo
padréo de ligacédo na fenda do MHC-I, onde a posicdo 1 se mantém como residuo
de ancoragem. Esse padrdo ndo é observado normalmente em epitopos
nonameros ligados ao HLA-A*02:01 e, por essa razdo, nao pode ser reproduzido
com exatiddo pelo DockTope. Portanto, epitopos com conformacdes aberrantes

ou ndo usuais podem nédo ser modelados com elevada acuracia.

Os modelos gerados pelo DockTope podem ser utilizados em abordagens
variadas onde a simples analise da sequéncia ndo seria suficiente para responder
questbes bioldgicas complexas. E o caso, por exemplo, do estudo da reatividade
cruzada entre complexos pMHC-I. Como mencionado anteriormente, a reatividade
cruzada é um fendmeno onde dois complexos pMHC-I podem ser reconhecidos
por um mesmo TCR. Isso acontece devido a semelhanca estrutural entre os dois
PMHC-I na area de interacdo com o TCR. Tais semelhancas, entretanto, ndo
dependem necessariamente apenas da similaridade entre sequéncias ou da
similaridade fisico-quimica entre os aminoacidos do epitopo, mas sim, de
variaveis que podem ser extraidas a partir de dados estruturais do complexo
pMHC-I, como topografia e potencial eletrostatico. Em um estudo recente nosso
grupo avaliou 55 complexos pMHC-I incluindo epitopos de diferentes proteinas
virais apresentados no contexto do mesmo MHC-I (Antunes et al., 2011). Através
de inferéncias estruturais sobre os complexos pMHC-I modelados, foi possivel
encontrar indicios de reatividade cruzada entre o alvo HCV-NS31473 € 0s alvos de
proteinas ndo correlatas EBV-LMP23,9, HIV-Gagz7 e 1IV-NA23:. Esses dados foram

confirmados in vitro recentemente (Zhang et al., 2015) demonstrando a validade
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da técnica de modelagem utilizada pelo DockTope. Interessantemente, a
sequéncia linear dos aminoacidos do EBV-LMP23 n&o apresenta qualquer
similaridade de sequéncia com o HCV-NS3,973 € apenas 33% de similaridade
fisico-quimica. Entretanto, observando-se a superficie de interacdo com o TCR
observamos uma incrivel semelhanca nos padrbes estruturais apresentada por
estes complexos (Figura 6 do Capitulo Ill), mais uma vez demonstrando a
importancia de se conhecer a estrutura tridimensional do complexo pMHC-I para

realizar inferéncias de reatividade cruzada.

Outra area de interesse onde os modelos gerados a partir do DockTope
podem ser utilizados é relativa a avaliacdo da estabilidade de complexos pMHC-I.
O estudo da estabilidade dos complexos pMHC-I comecou a ser realizado ja na
década de 90, quando van der Burg e cols. lancaram a hip6tese de que a
imunogenicidade de um determinado complexo pMHC-I dependeria da sua
estabilidade na superficie celular, e ndo apenas da afinidade do peptideo pelo
MHC-I (van der Burg et al., 1996). No artigo, os autores ainda discutem o fato de
um peptideo decadmero (ADLMGYIPLV) oriundo de uma proteina de
nucleocapsideo de HCV (HCV-core3;) apresentar menor afinidade pelo MHC-I,
mas maior imunogenicidade, se comparado a um peptideo nonamero relacionado
(DLMGYIPLV), oriundo da mesma proteina (HCV-core;s;). Os autores atribuem
isso ao fato de o HCV-core;3; apresentar maior estabilidade. Corroborando esses
dados, no mesmo artigo, foi demonstrado que um grupo substancial de peptideos
com afinidade intermediaria ou baixa pelo MHC-I, mas com valores de
estabilidade adequados, figuram entre os peptideos imunogénicos testados. Em
consonancia com esses dados, ja a partir de 2012, varios trabalhos apontando
para a importancia da estabilidade de complexos pMHC-I comecaram a surgir
(Fridman et al., 2012; Harndahl et al., 2012; Hoppes et al., 2014; Jorgensen et al.,
2013; Narzi et al., 2012; Trolle & Nielsen, 2014; Wu et al., 2012; Yanaka et al.,
2014). Fridman e cols. analisaram mais de 225 peptideos imunogénicos
provenientes de trés proteinas tumorais diferentes (antigeno carcinoembrionario,
receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 e a transcriptase reversa
de telomerase). O estudo desses epitopos mostrou que para realizar uma

predicdo mais acurada da imunogenicidade, deve-se levar em consideracdo a
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estabilidade do pMHC-I formado, e ndo apenas a afinidade do peptideo. Ainda,
algoritmos de predicado que se baseiam apenas na afinidade, podem ter uma taxa
significativa de falsos negativos (em relacdo a imunogenicidade), pois eles
negligenciam o fato de que complexos com uma afinidade baixa podem ser

estaveis (Fridman et al., 2012).

Encontramos na literatura apenas um programa voltado para a predicao de
estabilidade de complexos pMHC-I até o momento, o NetMHCstab (Jorgensen et
al., 2013). Esse programa foi lancado em 2013 e se baseia em um conjunto de
dados de estabilidade advindos de uma técnica denominada Ensaio de Cintilacdo
por Proximidade (ECP), dados estes que sao fornecidos como entrada para o
treinamento e teste de redes neurais artificiais. Entretanto, o NetMHCstab possui
um viés. Como os proprios autores mencionam no artigo, para que o ECP possa
ser realizado, € necessario que se utilize ligantes com alta afinidade pelo MHC-I.
Embora ndo seja a regra, conforme exposto acima, existe uma relacao direta
entre afinidade e estabilidade. Sendo assim, havera um viés no sentido de que o
ensaio retornar4d mais dados positivos (complexos estaveis) do que negativos
(complexos instaveis). Isso € um problema quando falamos em redes neurais,
pois para realizar o treinamento das mesmas sao necessarios dados positivos e
negativos. Como solugdo, os autores utilizaram como dados negativos as
informacgdes geradas a partir de um preditor de afinidade de ligagdo do epitopo ao
MHC-1. Com isso, entretanto, o indice de falsos-negativos aumenta, aumentando

a chance de erro do programa.

Assim, no ambito da imunoinformatica, percebemos a necessidade de se
criar uma ferramenta que pudesse predizer a estabilidade de ligantes de MHC-I,
onde pudéssemos avaliar também as modificacdes estruturais envolvidas no
processo de estabilizacdo. Para isso, comecamos a elaborar um ensaio in silico
baseado em dinadmica molecular. Assim, a partir da analise da trajetoria da
molécula ao longo do tempo, poderiamos procurar por variaveis que pudessem
ser utilizadas em uma ferramenta combinada. Entre essas variaveis, algumas se
destacam, como o Desvio Quadratico Médio (RMSD), a Flutuacdo Quadratica

Média (RMSF), a andlise de distancia entre o epitopo e a fenda do MHC-I e a
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andlise das interacdes intermoleculares. Utilizando um protocolo de restricdo dos
carbonos alfa da cadeia principal do MHC-I, mantendo as cadeias laterais dos
aminoacidos flexiveis, conseguimos observar diferencas ao simular um peptideo
imunogénico e outro com as posicdes de ancoragem desfavorecidas.
Observamos grande variagcdo especialmente na extremidade amino-terminal do
epitopo, especificamente nos residuos 1, 2 e 3 do epitopo. Esses dados véo ao
encontro de dados de predicdo de estabilidade j& publicados (Harndahl et al.,
2012).

Outro achado interessante utilizando o nosso método foi com relacdo ao
conjunto de interacdes realizadas entre os diferentes peptideos testados e o
MHC-I. Como j& discutido em outros trabalhos, a rede de interacdes através de
ligacBes de hidrogénio entre epitopo e MHC-I é essencial para a manutencdo da
estabilidade do complexo pMHC-I (Narzi et al., 2012). Fazendo uma ampla busca
no PDB, percebemos que alguns residuos estdo sempre envolvidos em uma ou
mais ligacdes de hidrogénio com o epitopo. Com relacdo ao HLA-A*02:01, dois
residuos essenciais estao localizados nas posicfes 7 (Tyr7) e 99 (Tyr99) da fenda
do MHC-I. Em nossas andlises de dinamica molecular, percebemos que ambos
residuos diminuem significativamente a quantidade de interacbes ao longo do
tempo com o epitopo que teve as posi¢cdes de ancoragem modificadas. Esses
dois residuos do MHC-I estédo presentes no pocket B, responsavel por interacdes
com o aminoacido da 22 posicdo do epitopo (Sette & Sidney, 1998), o que

explicaria a maior variacdo observada na extremidade amino-terminal.

Embora ndo tenha sido descrito em pormenores nesta tese, também
comecamos a avaliar computacionalmente o possivel papel de glicanas na
estabilizacdo de complexos pMHC-I. Dados publicados mostram que a
glicosilacdo ocorre em sitios altamente conservados (Ryan & Cobb, 2012a) e, a
priori, ndo interferem na interacdo entre pMHC-I e TCR (Parham, 1996). No caso
do supertipo HLA-A2, a N-glicosilacdo ocorre em um residuo de Asparagina, na
posicdo 86 (Ryan & Cobb, 2012b). Estudos iniciais realizados em nosso

laboratorio mostram que a glicana associada ao pMHC-I exibe um comportamento
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em favor da associagdo com a [32-microglobulina, o que poderia estar diretamente

relacionado com a estabilizacdo do complexo pMHC-I (Figura 7).

Figura 7. Estudo in silico do de pMHC-I ligado a uma glicana. O alétipo
representado € o HLA-A*02:01 ligado ao peptideo SLYNTVATLL (PDB ID: 2V2W),
contendo uma N-glicosilacdo no residuo de asparagina 86. A dinamica molecular
de 20 ns evidencia o comportamento da glicana, a qual parece se estabilizar a
partir dos 5 ns ao lado do dominio B2-microglobulina.

Com o presente trabalho, finalizamos a automatizacdo e otimizacdo de
uma ferramenta para construcdo de complexos pMHC-I in silico. Esta ferramenta
estd disponivel online (dirac.cesup.ufrgs.br/bio/home.php) para que qualquer
usuario possa construir complexos pMHC-I de maneira personalizada, facil e
relativamente rapida. Com as modelagens advindas dessa ferramenta, também
criamos um método capaz de identificar ligantes com estabilidade diferenciada, o
qual podera ser utilizado em combinagdo com outras ferramentas para realizar a

predicéo de imunogenicidade.
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Anexos

Durante o desenvolvimento desta tese, participei de outros trabalhos na
area académico-cientifica, alguns dos quais publicados e outros em vias de
publicacdo. Estes trabalhos estdo citados nesta secdo uma vez que, de alguma
forma, influenciaram no desenvolvimento desta tese. Os dois primeiros trabalhos
estdo incluidos na integra. O primeiro deles, relacionado ao banco de dados
CrossTope, possui uma ligacao intrinseca com o DockTope, uma vez gque essa
ferramenta permitird o desenvolvimento e inclusdo de novos complexos. O
segundo trabalho, envolvendo o estudo de ocitocinas com diferentes mutacoes,
foi importante para a melhor aprendizagem das ferramentas de dinamica
molecular e incluiu a criacdo de um protocolo Unico para o estudo dessas

moléculas.
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CrossTope: a curate repository of 3D structures of immunogenic

peptide:MHC complexes

Sinigaglia M, Antunes DA, Rigo MM, Chies JAB, Vieira GF

O CrossTope é um banco de dados de estruturas pMHC-I tridimensionais,
curado manualmente, o qual contém estruturas modeladas através da técnica D1-
EM-D2 ou obtidas do PDB. Além das estruturas serem disponibilizadas para
download no formato pdb, o usuario encontra informacdes adicionais sobre o
complexo, como a proteina de origem daquele epitopo, data de deposicdo do
complexo, patdgeno de origem, entre outras informacdes. Também é possivel
fazer o download da imagem que representa a area de interagcdo do pMHC-I com
o TCR, ja com o potencial eletrostatico calculado. Até entdo, as estruturas eram
modeladas de forma ndo automatizada, 0 que exigia tempo, até porque as
estruturas precisavam ser cuidadosamente checadas para que ndo contivessem
erros. Com o DockTope, é possivel modelar complexos de forma direta,
automatizada e com menor chance de erro. Nao apenas minimizando a interacao
entre servidor e usuario, mas permitindo que um numero maior de complexos

possam ser montados para compor o banco de dados do CrossTope.
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bution maps images from the T-cell receptor-interacting surface of pMHC-I complexes. The retrieved structures and maps
can be used to cluster similar epitopes in cross-reactivity approaches, to analyse viral escape mutations in a structural level
or even to improve the immunogenicity of tumour antigens.

Database URL: http://www.crosstope.com.br

Introduction

A great challenge in immunology is the discovery of new
targets to the development of vaccines against even
common infectious diseases. The choice of these targets
depends on the identification of elements responsible for
the stimulation of immune responses. Evidence for the
sharing of these elements was first provided by cross-
reactivity studies (1-4). Cross-reactivity is defined by the
ability of a given T-cell population to recognize different
peptide:major histocompatibility complex (MHC) class |
complexes (pMHC-I). This phenomenon plays an important
role in antiviral cellular immunity, and there are several
described cases of heterologous immunity involving com-
pletely unrelated viruses. Additionally, it has also been sug-
gested that knowledge about the molecular features

© The Author(s) 2013. Published by Oxford University Press.

responsible for cross-reactivity can be applied to the devel-
opment of a new generation of wide-spectrum viral vac-
cines (5).

Classical studies use epitope sequence data for selection
of targets to be subsequently used in in vivo experiments.
However, these data lack information about elements that
are crucial for the stimulation of an appropriate immunity,
such as topology and charges distribution of the molecule.
These targets (peptides) are presented to the immune
system in the context of MHC-I molecules, and essential
structural information can be obtained from crystals of
these pMHC-I complexes. These structures are determined
mainly by X-ray diffraction and nuclear magnetic reson-
ance, providing a general view of the pMHC-I surface that
interacts with the T-cell receptor (TCR). Such complexes can
be used for comparison between different epitopes

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http:/
creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/), which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium,

provided the original work is properly cited.
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Evolutionary pattern in the OXT-OXTR system in primates:

Coevolution and positive selection footprints

Pedro Vargas-Pinilla P, Paixdo-Coértes VR, Paré P, Tovo-Rodrigues L, Vieira
CMAG, Xavier A, Comas D, Pissinatti A, Sinigaglia M, Rigo MM, Vieira GF, Lucion
AB, Salzano FM, Bortolini MC

O hormonio ocitocina (OXT) € possui 9 aminoacidos e esta envolvido em
uma ampla gama de fun¢des, tanto fisiolégicas como de comportamento. Neste
trabalho, os autores reportaram trés novas formas desse hormonio em macacos
do Novo Mundo (OXT-3Val-8Pro, OXT-8Ala, OXT-8Thr), bem como uma
distribuicdo mais abrangente de uma variante previamente descrita (OXT-8Pro).
Para um melhor entendimento do comportamento dessas variantes, realizamos
um estudo estrutural in silico, partindo desde a modelagem de cada variante até a
simulacédo por dindmica molecular. A simulacao por dindmica molecular envolveu
o desenvolvimento de um protocolo Unico para o estudo dessas moléculas. A
partir dos dados gerados computacionalmente, conseguimos inferir um
comportamento padrao entre todas as moléculas estudadas, o que corroborou

estudos anteriores.
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Oxytocin is a nonapeptide involved in a wide range of physiologic
and behavioral functions. Until recently, it was believed that an
unmodified oxytocin sequence was present in all placental mam-
mals. This study analyzed oxytocin (OXT) in 29 primate species and
the oxytocin receptor (OXTR) in 21 of these species. We report
here three novel OXT forms in the New World monkeys, as well
as a more extensive distribution of a previously described variant
(Leu8Pro). In structural terms, these OXTs share the same three
low-energy conformations in solution during molecular dynamic
simulations, with subtle differences in their side chains. A consis-
tent signal of positive selection was detected in the Cebidae fam-
ily, and OXT position 8 showed a statistically significant (P = 0.013)
correlation with litter size. Several OXTR changes were identified,
some of them promoting gain or loss of putative phosphorylation
sites, with possible consequences for receptor internalization and
desensitization. OXTR amino acid sites are under positive selec-
tion, and intramolecular and intermolecular coevolutionary pro-
cesses with OXT were also detected. We suggest that some New
World monkey OXT-OXTR forms can be correlated to male paren-
tal care through the increase of cross-reactivity with its correlated
vasopressin system.

OXT | OXTR | primates | coevolution | behavior

xytocin has crucial functions related to physiological pro-

cesses and social behaviors in primates and other placental
mammals. A nonapeptide (Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-
Gly) (1), oxytocin (OXT-8Leu) is both a neurotransmitter re-
leased by neuronal cells in synapses and a hormone, activating
receptors distant from the site of its synthesis through the cir-
culatory system (2). In mammals, OXT acts as a hormone in
uterine contraction during parturition and in milk ejection while
lactating. It is also a key central nervous system neurotransmitter,
regulating/modulating complex social and reproductive behaviors
(i.e., pair bonding and parental care) (3-7).

Until recently, it was believed that the OXT amino acid chain
was the same in all placental mammals. However, Lee and col-
leagues (8) reported a T > C change in four New World monkeys
(NWms), Saimiri sciureus, Cebus apella, Callithrix jacchus, and
Aotus nancimae, substituting leucine to proline at position 8 (OXT-
8Pro). This form was also found in Tupaia belangeri, a tree shrew
species of Southeast Asia (8). OXT differs from its paralog vaso-
pressin (AVP; Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly) at posi-
tions 3 and 8. Variation at position 8 also identifies nonplacental
OXT/AVP-like nonapeptides, such as mesotocin, present in
some marsupials (7, 9). These findings dispel the notion of
a universal OXT amino acid sequence for placental mammals.
They also suggest that residue variability at position 8, in some
cases associated with variations at positions 2-5, may be con-
nected with the recognition, binding, and activation of receptors,
potentially leading to species-specific functional changes (7, 10).

88-93 | PNAS | January 6, 2015 | vol. 112 | no.1

OXT activity depends on adequate interaction with its unique
receptor, OXTR, although it can also bind to the vasopressin
receptors (AVPR1a, AVPRI1b, and AVPR?2) with lower affinity
(11-13). Similar to other receptors that use G proteins as
transducer signals across the cell membranes, OXTR is com-
posed of seven transmembrane (TM1-TM?7), four extracellular
(N-terminal tail-ECL3), and four intracellular (ICL1-C-terminal
tail) domains. ECL and ICL are important for the interaction
with OXT and G proteins, respectively, whereas TMs are con-
nected with both functions (7, 11).

In contrast to what is observed for placental mammal OXT,
OXTR presents hundreds of variants in regulatory and coding
regions, including at the intraspecific level. In humans, OXTR
single-nucleotide polymorphisms have been associated with
several social behavioral phenotypes (14).

The presence of OXT-OXTR-related systems throughout the
animal kingdom indicates that their typical roles in placental
mammals are likely exaptations of ancient functions, such as
regulation of fluid balance and egg-laying (15, 16). Studies have
attempted to investigate both the interaction of OX7T-OXTR-like
systems and their coevolution (11, 17). However, our knowledge
about this nonapeptide-receptor system, including the extent of
its variability in the primate order, remains limited.

Significance

It was previously believed that placental mammals present no
variability in oxytocin (OXT). The present study reports novel
data on the diversity of OXT and its receptor (OXTR) in primate
species, including New World monkeys. Contrary to prior
expectations, we found three novel OXT forms and several
OXTR nonsynonymous changes not previously described. In the
Cebidae family, signals of positive selection were found for an
OXT variant at position 8, which is associated with larger litter
sizes. We detected positive selection for OXTR forms and report
a coevolutionary process between changes in OXT and OXTR.
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New Insights into the In Silico Prediction of HIV Protease

Resistance to Nelfinavir

Antunes, DA, Rigo MM, Sinigaglia M, de Medeiros R, Junqueira DM, Almeida
SEM, Vieira GF

A protease do Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) € um alvo
comumente utilizado para o desenvolvimento de farmacos, devido ao seu
importante papel na manutengdo da viabilidade viral. Assim, inibidores de
protease sao amplamente estudados no ambito da pesquisa farmacéutica. Um
desses alvos é denominado Nelfinavir, o qual possui a capacidade de se ligar ao
sitio catalitico da protease, inibindo a sua acdo. Entretanto, mutacbes nao-
sinbnimas, acarretando na expressao de variantes de protease, podem influenciar
na ligacdo desse inibidor e, consequentemente, na sua agdo. Neste estudo nés
utilizamos ferramentas de bioinformatica, especialmente a dinamica molecular,
para avaliar o impacto de mutacdes presentes na protease (D30V e V32E) sobre
a interacdo com o Nelfinavir. Ambas mutacbes apresentaram caracteristicas

estruturais que, em Ultima andlise, indicam uma possivel resisténcia ao Nelfinavir.
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Abstract

The Human Immunodeficiency Virus type 1 protease enzyme (HIV-1 PR) is one of the most important targets of anti-
retroviral therapy used in the treatment of AIDS patients. The success of protease-inhibitors (Pls), however, is often
limited by the emergence of protease mutations that can confer resistance to a specific drug, or even to multiple Pls. In the
present study, we used bioinformatics tools to evaluate the impact of the unusual mutations D30V and V32E over the
dynamics of the PR-Nelfinavir complex, considering that codons involved in these mutations were previously related to
major drug resistance to Nelfinavir. Both studied mutations presented structural features that indicate resistance to
Nelfinavir, each one with a different impact over the interaction with the drug. The D30V mutation triggered a subtle
change in the PR structure, which was also observed for the well-known Nelfinavir resistance mutation D30N, while the
V32E exchange presented a much more dramatic impact over the PR flap dynamics. Moreover, our in silico approach was
also able to describe different binding modes of the drug when bound to different proteases, identifying specific features of
HIV-1 subtype B and subtype C proteases.
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Introduction

Human immunodeficiency virus type 1 protease (HIV-1 PR)is a
catalytic protein that cleaves the Gag and Gag-Pol viral
polyproteins, allowing the virus to efficiently infect new host cells.
The HIV-1 PR exists as an aspartyl homodimeric enzyme
composed by symmetrical subunits of 99 amino acids each. The
access of the substrate to the active site of PR is regulated by two
mobile flaps that shift from an open to a closed conformation to
bind and cleave the substrate.

The HIV-1 protease is one of the most important targets of
antiretroviral therapy used in the treatment of AIDS patients due
to its critical role in the viral replication cycle. Protease inhibitors
(PI) were developed to inhibit cleavage function of HIV-1 protease
by mimicking the reaction intermediates that arises during the
hydrolysis of the substrate, disabling the enzyme. The current
success of PIs is frequently limited by the emergence of protease
gene mutations that confer resistance to this drug class. By
changing the structure of the substrate-binding cavity, mutations
directly or indirectly interfere with the binding of inhibitors,
resulting in viral resistance to Pls.

According to the International AIDS Society, 23 mutations in
16 codons of the protease gene related to major drug-resistance to
PIs were identified by phenotypic resistance assays [1]. In addition,
it is currently known that polymorphisms in some codons not

PLOS ONE | www.plosone.org

previously related to major drug-resistance could affect the viral
fitness in the presence of the drug. Previous studies demonstrated
that the viability to the arising of resistance mutations is generally
dependent on the genetic background. Therefore, the genetic
context in which the evolutionary variations arise in the protease
gene may affect the efficacy of the treatment.

In this context, codons in the protease gene related to major
drug resistance to a specific protease inhibitor can provide clues on
the important sites to the interaction between drug and target, and
it is possible that unusual changes in these same sites can also affect
the interaction with the drug. For instance, D30N mutation causes
high-level resistance to Nelfinavir (NF) [1,2] and V321 is associated
to reduced susceptibility to all Pls, except Saquinavir [1,3].
However, the effect of the presence of alternative amino acids in
these same sites is still unclear.

Due to the elevated costs and the extensive time required for -
vitro analysis, it is still impractical to use these conventional
methods to evaluate the effect of each mutation in view of the
genetic background of HIV-1 protease. Thus, computational
methods can improve the screening analyzes revealing the role of
individual mutations and its impact on the protein function [4-7].
In the present study, we used molecular dynamics and other
bioinformatics tools aiming to identify structural features that
could indicate the NF-resistance effect of the unusual mutations
D30V and V32E, and to evaluate the influence of the HIV-1
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Lessons from molecular modeling human a-L-iduronidase

Figueiredo DF, Antunes DA, Rigo MM, Mendes MFA, Silva JP, Mayer FQ, Matte
U, Giugliani R, Vieira GF, Sinigaglia M

A enzima a-L-iduronidase humana (IDUA) encontra-se nos lisossomos,
onde atua realizando o catabolismo de glicosaminoglicanas (GAGs), heparan
sulfato (HS) e dermatan sulfato (DS). Mutacdes nessa enzima sao responsaveis
por uma doenca denominada Mucopolissacaridose tipo | (MPS ). Apesar do
grande interesse em determinar e estudar a estrutura desta enzima, a falta de
uma grande identidade de sequéncia entre modelos estruturais, entre outros
detalhes técnicos, tem desafiado bioinformatas e cristalégrafos. Durante o
desenvolvimento deste trabalho, entretanto, foi publicada uma estrutura
cristalografada de IDUA (PDB: 4JXP), o que nos levou a analisar modelos
existentes e comparar com novas técnicas de modelagem. Assim, criamos quatro
modelos de IDUA (criados anteriormente a publicacdo do cristal), utilizando quatro
protocolos diferentes, e comparamos com a estrutura 4JXP, buscando a melhor
técnica de modelagem. Uma analise combinada com dindmica molecular apontou
para os pontos fortes e fracos dos diferentes protocolos, todos baseados em um

modelo com baixa identidade de sequéncia.
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Human a-L-iduronidase (IDUA) is a member of glycoside hydrolase family and is involved in the
catabolism of glycosaminoglycans (GAGs), heparan sulfate (HS) and dermatan sulfate (DS). Mutations
in this enzyme are responsible for mucopolysaccharidosis I (MPS I), an inherited lysosomal storage disor-
der. Despite great interest in determining and studying this enzyme structure, the lack of a high identity
to templates and other technical issues have challenged both bioinformaticians and crystallographers,
until the recent publication of an IDUA crystal structure (PDB: 4]XP). In the present work, four alternative
IDUA models, generated and evaluated prior to crystallographic determination, were compared to the
4]XP structure. A combined analysis using several viability assessment tools and molecular dynamics
simulations highlights the strengths and limitations of different comparative modeling protocols, all of
which are based on the same low identity template (only 22%). Incorrect alignment between the target
and template was confirmed to be a major bottleneck in homology modeling, regardless of the modeling
software used. Moreover, secondary structure analysis during a 50 ns simulation seems to be useful for
indicating alignment errors and structural instabilities. The best model was achieved through the com-
bined use of Phyre 2 and Modeller, suggesting the use of this protocol for the modeling of other proteins
that still lack high identity templates.
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1. Introduction

Classical studies with globins provided the first example of
a “molecular disease” [1,2], the first clues regarding the impact
of amino acid exchanges on protein structure/function, and their
consequences to human health [3-5]. The globin family also pro-
vided evidence that protein structures evolve more conservatively
than protein sequences [6], and the tertiary structure conservancy
observed among homologues enables comparative structure pre-
dictions. Since then, accurate prediction of the 3D structure of

* Corresponding author at: Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
Av. Bento Gongalves 9500, Building 43323, Room 225, Brazil. Tel.: +555133089938
E-mail address: msinigaglia@gmail.com (M. Sinigaglia).
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proteins related to human diseases has been a major goal in struc-
tural bioinformatics [7].

Great progress has occurred over the past few decades, with
improvements in the algorithms and computational resources. The
Critical Assessment of protein Structure Prediction (CASP) compe-
titions, which biannually challenge researchers to provide accurate
models of an unreleased crystal structure, provide a wealth of infor-
mation to this field [8,9]. These competitions also highlight the
evolution of structure prediction and the persistent limitations and
bottlenecks for comparative modeling [10,11].

In the present work, we focus on the homology modeling of
the human a-L-iduronidase (IDUA, E.C: 3.2.1.76), a member of
the glycoside hydrolase family [12]. Mutations in this enzyme are
responsible for an inherited lysosomal storage disorder, called MPS
I (Mucopolysaccharidosis I, OMIM #607014, #607015, #607016)
[13,14]. The enzyme has 653 amino acids and is synthesized on the
rough endoplasmic reticulum (ER), presenting a signal peptide with



Improved structural method for T-cell cross-reactivity prediction

Mendes, MFA, Antunes DA, Rigo MM, Sinigaglia M, Vieira GF

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
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, 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 Hepatitis C Virus (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 the interpretation of results.
Taken together, these methods can be applied to vaccine design, both for the
selection of candidates capable of inducing immunity against different targets, or
to identify epitopes that could trigger undesired immunological responses.
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Peptide:MHC structural similarity as a probability for cross-

reactive T cell responses

Antunes DA, Rigo MM, Freitas MV, Mendes MFA, Sinigaglia M, Selin LK,
Cornberg M, Vieira GF

Abstract

Memory T cells specifically recognize peptide-loaded Major
Histocompatibility Complexes (pMHC). This specificity, however, is tempered by
cross-reactivity, a phenomenon with direct consequences over heterologous
immunity between viruses. Here we summarize into three intuitive cross-reactivity
networks data previously tested through careful experimentation with virus-derived
epitopes in context of both human and murine MHC allotypes. Furthermore, using
crystal structures and modeled pMHC complexes we perform an innovative
structure-based hierarchical clustering of cross-reactive targets. Our predictions
are well fitted to experimental data, even in cases involving nonrelated epitopes
from heterologous viruses, with less than 40% of sequence similarity. Besides of
its use as a tool for prospecting unknown cross-reactive targets, this approach can
also provide insights into complex features involved in heterologous immunity. Our
data is in agreement with recent studies suggesting the importance of shared
structural features to trigger cross-reactive T cell responses. The impressive
complexity of this system, involving MHC polymorphism, viral sequence variability
and T cell somatic recombination, represents a major immunology puzzle, which
will not be easily solved or predicted. However, we here suggest that pMHC
structural similarity can be used as an index of the probability for cross-reactive T
cell responses, which would have several applications from basic immunology

research to vaccine design.
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