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RESUMO

A L-asparaginase é uma proteina terapéutica usada no tratamento de Leucemia Linfobl4stica
Aguda cuja utilizac@o pode causar efeitos colaterais severos ou resultar na neutralizacdo da
proteina devido a ativacdo da resposta imune. Componentes da imunidade adaptativa, como
o MHC II (Complexo Principal de Histocompatibilidade II), sdo responsaveis por apresentar
peptideos exdgenos processados por células apresentadoras de antigenos (APCs). Ferramentas
de imunoinformética podem ser usadas para predizer a afinidade de ligagdo de um peptideo
com a fenda do MHC 1II, que resultam na imunogenicidade do peptideo. Além disso, métodos
de desimunizagdo por mutagdo de epitopos podem ser empregados na tentativa de melhorar a
eficdcia dessas proteinas e reduzir sua imunogenicidade. Nesse trabalho o método de predi¢ao de
afinidade peptideo-MHC II, TEPITOPE, foi aplicado para calcular os escores de imunogenicidade
de epitopos da L-asparaginase de Escherichia coli, e essas informagdes foram usadas em um
Algoritmo Genético (AG) de desimunizagao de proteinas. O Algoritmo utilizou um conjunto
de sequéncias da proteina e realizou operagdes de recombinacdo e mutacao a cada ciclo nas
regides imunogénicas da proteina, considerando apenas mutacdes neutras (cujo IAAGI entre
proteina selvagem e mutante era menor que 0,5 kcal/mol) e substituindo sequéncias de maior
imunogenicidade por aquelas de menor. Ao final de 30 aplicagdes, o algoritmo foi capaz de
gerar 953 variantes estaveis com imunogenicidade menor que a sequéncia original. Destas,
foram analisadas as sequéncias de trés, quatro e cinco mutagdes com a menor imunogenicidade
encontrada. A partir dessa andlise foi possivel verificar as mutagdes que contribuiram para a
reducdo da imunogenicidade e as que foram necessdrias para que a proteina se mantivesse estavel.
O AG pode ser aplicado para outras sequéncias proteicas, com potencial de parametrizagdo para

variar a dindmica do algoritmo ou para implantar novas fun¢des que aumentem sua eficiéncia.

Palavras-chave: Imunogenicidade. Engenharia de proteinas. Leucemia linfobléstica aguda.



ABSTRACT

L-asparaginase is a therapeutic protein used in Acute Lymphoblastic Leukemia treatment,
whose administration may cause severe side effects or result in protein neutralization due to
the activation of the immune response. Adaptive immunity components, such as MHC 11
(Major Histocompatibility Complex class II), are responsible for presenting exogenous peptides
processed by antigen presenting cells (APCs). Immunoinformatics tools can be used to predict the
binding affinity between a peptide and MHC-II pocket, which result in peptide immunogenicity.
In addition, deimmunization methods by epitope mutation may be employed in an attempt to
improve therapeutic proteins efficacy and reduce its immunogenicity. In this work, a peptide-
MHC II affinity prediction method, TEPITOPE, was applied to calculate the immunogenicity
scores of Escherichia coli L-asparaginase epitopes, and this information was used in a Genetic
Algorithm (AG) of protein deimunization. The Algorithm used a set of protein sequences and
performed crossover and mutations at each cycle in the immunogenic regions of the protein,
considering only neutral mutations (when AAG between wild and mutant protein was less than
0,5 kcal/mol), substituting sequences of higher immunogenicity by those of lower. At the end of
30 applications, the algorithm was able to generate 953 stable variants with less immunogenicity
than the original sequence. Of these, the sequences of three, four and five mutations with the
lowest immunogenicity were analyzed. From this analysis it was possible to verify the mutations
that contributed to the reduction of the immunogenicity and those that were necessary for the
protein to remain stable. The GA can be applied to other protein sequences, with parameterization
potential to vary the dynamics of the algorithm or to implement new functions that increase its

efficiency.

Keywords: Immunogenicity. Protein engineering. Acute lymphoblastic leukemia.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leucemia Linfoblastica Aguda

A Leucemia Linfobléstica Aguda (LLA) € um cancer sanguineo no qual hd uma
producio desordenada de células brancas imaturas ou linfécitos na medula éssea. E o tipo de
cancer mais comum em criangas, representando 29% dos casos diagnosticados em individuos de
até 15 anos (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2018). Aproximadamente 3 em cada 100.000
individuos manifestam a doenca, comumente antes dos 6 anos de idade, com maior incidéncia
entre 2 e 4 anos de idade (FERNANDES et al., 2016).

Em um individuo saudavel, a medula dssea produz células-tronco hematopoiéti-
cas que se tornam células sanguineas maduras ao longo do tempo, podendo se diferenciar
primariamente em duas linhagens principais: mieldides ou linféides.

As células-tronco mieléides se desenvolvem em trés tipos de células sanguineas
maduras: hemdcias, que transportam oxigénio e outras substincias para os tecidos do corpo;
plaquetas, responsaveis pela formacgao de codgulos; e os mieloblastos, que posteriormente se
diferenciam em neutréfilos, eosinofilos e baséfilos (SILVERTHORN, 2017), como ilustra a
Figura 1.

Figura 1 — Diferenciacdo de células sanguineas a partir de uma célula-tronco hematopoiética
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Fonte: Adaptado de NATIONAL CANCER INSTITUTE (2018).
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Células-tronco linféides, por sua vez, também se diferenciam em trés tipos celulares:
linfécitos B, que combatem infecgdes; linfécitos T, que criam anticorpos para o combate de
doengas; e células chamadas de exterminadoras naturais (NK) (Figura 1), que sdo importantes
no combate a infec¢des virais devido ao seu rdpido mecanismo de resposta em relacao as células
B e T (SILVERTHORN, 2017).

Em um individuo portador de LLLA, grandes quantidades de células-tronco sanguineas
se diferenciam em linfoblastos, linfécitos B ou T, mas que ndo sao totalmente desenvolvidos
e, portanto, ndo sdo aptos ao combate de infec¢des (EGLER et al., 2016). Além disso, devido
ao aumento no numero de células leucémicas, as concentragdes de glébulos brancos saudéveis,
hemadcias e plaquetas diminuem, levando a sintomas como anemia, didtese hemorrédgica e

infecgdes (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2018).

1.2 L-asparaginase no tratamento de Leucemia Linfoblastica Aguda

1.2.1 Historico

Em um trabalho pioneiro, Clementi (1922) detalhou as propriedades enzimaticas
de uma solucdo hidrofilica encontrada no tecido de diversos animais de vdrias classes de
vertebrados capaz de hidrolisar asparagina e a denominou L-asparaginase (nimero EC 3.5.1.1).
Ao enumerar os animais cujos tecidos continham L-asparaginase, o autor observou que apenas
cobaias apresentavam L-asparaginase também no plasma sanguineo. Anos depois, foi reportado
que linfomas de ratos e camundongos regrediam quando tratados com soro de cobaias, enquanto
linfomas tratados com soro de cavalo, porco e coelho cresciam e matavam os hospedeiros
(KIDD, 1953). Quando Neuman e McCoy demonstraram que asparagina exdgena era necessaria
para o crescimento tumoral (NEUMAN; MCCQY, 1956), o soro de cobaias tornou-se um
agente potencial terapéutico contra linfomas transplantados gracgas a presenca de L-asparaginase
(BROOME, 1961; BROOME, 1963).

Apesar desse potencial terapéutico, a L-asparaginase de cobaias foi desconsiderada
para uso clinico porque sua produgdo nao € adequadamente abundante, levando pesquisadores
a se voltarem para fontes bacterianas da enzima (OFFMAN et al., 2011). Finalmente, uma
L-asparaginase purificada de Escherichia coli (MASHBURN; WRISTON, 1964; CAMPBELL,;
MASHBURN, 1969) demonstrou potencial antineoplasico compardvel ao de cobaias (PRA-
GER; BACHYNSKY, 1968) com a vantagem de ser vidvel para a producdo em larga escala
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(CAMPBELL et al., 1967; HO et al., 1970). Em 1967, Ohnuma identificou duas isozimas de
L-asparaginase em E. coli, tipos I e Il (OHNUMA et al., 1967). A L-asparaginase tipo I inclui
enzimas citosOlicas expressadas constitutivamente e com baixa afinidade pela L-asparagina,
resultando em aplicacdes ndo-terapéuticas. A L-asparaginase tipo II localiza-se no espago pe-
riplasmatico da bactéria e tem alta-afinidade por asparagina. Conjuntamente, esses esforcos
culminaram na aprovagao da primeira L-asparaginase tipo Il de E. coli pelo Food and Drug

Administration (FDA) em 1978 para uso terapéutico nos Estados Unidos.

1.2.2 Aplicacdo Terapéutica

A asparagina é um aminodcido ndo-essencial para humanos, sintetizada por meio da
asparagino-sintetase, uma enzima que catalisa a conversdo de aspartato a asparagina, através de
glutamina e nitrogénio (RICHARDS; SCHUSTER, 1998). Entretanto, células tumorais nio sao
capazes de sintetizar asparagina endogenamente em quantidade suficiente para sobrevivéncia
e multiplicacdo, o que as torna dependente de um estoque externo. O uso da L-asparaginase
por pacientes de LLLA catalisa a hidrdlise de asparagina em 4cido aspartico e amonia (Figura
2), eliminando a asparagina circulante necessaria para a sobrevivéncia de células tumorais,
culminando em sua apoptose (STAMS et al., 2005; NARTA et al., 2007). Células saudaveis,

capazes de produzir asparagina endogenamente, permanecem inafetadas.

Figura 2 — Representacdo da hidrdlise de L-asparagina por meio da acdo da enzima L-

asparaginase
(o] o
H,N HO
L-Asparaginase
OH + H,0 OH + NH,
0 NH, o NH,
L-Asparagina L-Acido Aspartico

Fonte: Elaborado pela autora.

Atualmente, trés formulagdes de L-asparaginase tipo II bacteriana sao usadas: uma
formulacdo nativa de E. coli, uma formulacdo de E. coli covalentemente ligada a Polietilenoglicol
(PEG) e uma de Erwinia chrysanthemi, aprovada pelo FDA em 2011 (Tabela 1). Essas L-
asparaginases foram selecionadas por sua poténcia terapéutica e baixa toxicidade relativa quando
comparadas com demais fontes bacterianas (DUVAL et al., 2002).

A forma nativa de E. coli é a mais usada globalmente e aplicada como primeira linha
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Tabela 1 — Formulagdes de L-asparaginase tipo II utilizadas no tratamento de LLA

Formulacao Dose Frequéncia Meia-Vida

L-asparaginase nativa de 6000 U1 /m? 3 vezes nasemana 26 a 30 horas
Escherichia coli

PEG-asparaginase de 2000-2500 Acada2ou4d 5 a7 dias
Escherichia coli Ul/m? semanas
L-asparaginase nativa de 6000 U1/ m? 3 vezes nasemana 16 horas

Erwinia chrysanthemi

Fonte: Elaborado pela autora.

de tratamento na Europa (MULLER; BOOS, 1998; DUVAL et al., 2002). A PEG-asparaginase
de E. coli, que é usada como terapia de primeira linha nos EUA, tem meia-vida cinco vezes maior
do que sua forma nativa e por esse motivo uma dosagem menor € necessaria (ETTINGER et al.,
1994). A formulacdo de L-asparaginase de Erwinia € usada como uma opg¢ao a pacientes que
apresentam efeitos colaterais nos tratamentos anteriores, pois apresenta menor imunogenicidade
e menos complicacdes de coagulacio sanguinea; contudo, sua principal desvantagem € a meia-
vida de apenas 16 horas (DUVAL et al., 2002; RIZZARI et al., 2013) (Tabela 1). O uso
da L-asparaginase no tratamento de Leucemia Linfoblastica Aguda permitiu elevar a taxa de
sobrevivéncia dos pacientes acima de 90% (SCHMIEGELOW et al., 2010; PUI et al., 2015).
A L-asparaginase pode ser encontrada em diferentes estados funcionais, como
mondmeros, octdmeros e dodecameros, mas a estrutura quaterndria em que a enzima € mais
eficaz € um homotetramero (PIETERS er al., 2008). Este tetramero (Figura 3) representa a maior
propor¢ao contida nas formulacdes comerciais e € melhor descrito como sendo um dimero de
dimeros: dois monomeros se ligam de maneira préxima e formam um par denominado dimero
intimo, e dois dimeros intimos sao combinados formando o tetrAmero catalitico final (GESTO
et al., 2013). O sitio de ligagdo é parcialmente formado quando o mondmero se enovela em
sua estrutura tercidria, e € completado quando dois mondmeros se juntam no dimero intimo.
Como resultado, a cavidade catalitica repousa parcialmente na interface dimérica e, por isso,
modificacOes realizadas na interface do dimero intimo podem alterar a atividade da enzima

(OFFMAN et al., 2011).



22

Figura 3 — Estrutura cristalogréafica de L-asparaginase de Escherichia coli no estado homotetra-
mérico

Fonte: Protein Data Bank (PDB): 3ECA. Elaborado pela autora.

1.3 Imunogenicidade

Proteinas terapéuticas t€ém a vantagem de serem mais especificas € menos toxicas
quando comparadas a outras moléculas terapéuticas (WAN, 2016). Entretanto, quando admi-
nistrada a pacientes, essas proteinas apresentam o potencial de incitar respostas imunes que
podem impactar negativamente a atividade da proteina, afetando também a seguranca e eficicia
do tratamento (WAN, 2016; AHMAD et al., 2016). A capacidade de uma substincia ou seus
componentes de induzir uma resposta imunoldgica especifica quando exposta a elementos do
sistema imune denomina-se imunogenicidade (FLOWER, 2007).

Proteinas com potencial terapéutico sao produzidas em linhagens celulares que sao
derivadas de fontes variadas, incluindo mamiferos, insetos, bactérias, plantas e fungos. Peque-
nas diferencas na sequéncia da proteina ou modifica¢des pds-traducionais como glicosilacao,
oxidacdo, desaminagdo, acilacdo e alquilagdo podem contribuir para a imunogenicidade de uma
proteina (DEEHAN et al., 2015). Além disso, durante o processo de producio, que envolve
multiplas etapas (regulacdo da expressao génica, purificagdo, concentracio, formulagdo e estabi-
lizacdo a longo prazo) existe o potencial de introducdo de modificagdes bioquimicas e biofisicas
que podem influenciar o perfil imunogénico do produto biolégico (SCHELLEKENS, 2002).

A rota de administragdo também € um fator contribuinte para a imunogenicidade
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de proteinas terapéuticas. Proteinas que sdo administradas por via intraperitoneal, intravenosa,
oral ou através de aerossol sao menos imunogénicas do que as que sdo administradas por via
sub-cutanea ou intradermal, que se assemelham a imunizacao ativa (RIZZARI et al., 2013). O
risco de imunogenicidade também pode aumentar com a frequéncia do tratamento (BRYSON et
al., 2010).

Além disso, a imunogenicidade também pode ser causada devido a presenca de
impurezas e possiveis contaminantes nas amostras ou devido a alteracdes estruturais que po-
dem ocorrer durante o processo de producdao (SCHELLEKENS, 2002). O armazenamento e
manipulacdo imprépria também podem desnaturar as proteinas e tornd-las mais imunogénicas
(FLOWER, 2007).

Portanto, a atividade imunogénica de proteinas terapéuticas pode ser atribuida a
muitos fatores que estdo relacionados ndo somente as caracteristicas da proteina, mas incluem
também fatores relacionados a produgdo, a propria administracdo durante terapia e caracteristicas

do paciente (Tabela 2).

Tabela 2 — Fatores que contribuem para a imunogenicidade de proteinas terapéuticas

Caracteristicas Caracteristicas Conducio da Caracteristicas

de Producao da Proteina Terapia do Paciente

Célula hospedeira Modificacdes Dosagem Predisposicao
pOs-traducionais genética

Aspectos Diferencas na Frequéncia de Exposi¢do prévia a

fisico-quimicos sequéncia entre a administracao terapéutico similar

da producao proteina terapéutica

e endogena

Processo de Epitopos Rota de Estado imune
purificacao imunodominantes administracao

Fonte: Elaborado pela autora.

1.3.1 Desenvolvimento da resposta imunolégica contra proteinas terapéuticas

A reposta imunoldgica contra proteinas terapéuticas pode se desenvolver de duas
maneiras: através da imunidade inata ou através da imunidade adaptativa/adquirida. A imunidade
inata corresponde a uma resposta imediata contra patégenos, porém inespecifica. Em repetidas
exposicoes, os estimulos gerados pela resposta imune inata serdo os mesmos. Por outro lado,

a imunidade adaptativa gera memoria imunoldgica, age de maneira especifica, porém mais
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demorada devido a necessidade de recrutamento de componentes da imunidade inata para ser
ativada, e a cada exposi¢do, ha um aumento da magnitude e capacidade de defesa contra um
patdgeno especifico (ABBAS et al., 2015). As substancias que entram no organismo e induzem
a resposta imune, sejam patdégenos ou corpos estranhos, sdo denominadas de antigenos, e as
porcdes determinantes dessas substancias sdo chamadas de epitopos (SILVERTHORN, 2017).
Epitopos podem ser classificados em dois tipos principais baseados em sua estrutura:
lineares ou conformacionais (Figura 4). Epitopos lineares se encontram dispostos de forma
continua na estrutura primdria da proteina, ao passo que epitopos conformacionais sdo formados
por segmentos de aminodcidos que estdo em forma descontinua na sequéncia e sdo reconhecidos
apenas ap0s o enovelamento da proteina, em sua estrutura tercidria ou quaterndria (ABBAS et al.,
2015). Linfécitos T reconhecem apenas epitopos lineares, enquanto que linfécitos B reconhecem

cerca de 10% de epitopos lineares e 90% de epitopos conformacionais (FLOWER, 2007).

Figura 4 — Classificagdo de epitopos baseada em sua estrutura tridimensional

@\ANTIGENO ANTIGENO
EPITOPO

2 ¥ & L EPITOPO
ANTICORPO ANTICORPO
ANTIGENO
PROCESSADO
SEQUENCIA CONTINUA SEQUENCIA DESCONTINUA
EPITOPO LINEAR EPITOPO CONFORMACIONAL

Fonte: Adaptado de Sanchez-Trincado et al. (2017).

A imunidade inata ocorre em todos os animais, € inespecifica e atua sobre qualquer
agente agressor. E composta por barreiras fisicas (epitélios), barreiras quimicas (substincias
antimicrobianas produzidas pelas células epiteliais), células que realizam o processo da fagocitose
(macréfagos e neutréfilos), células dendriticas e células exterminadoras naturais (NK), citocinas

(proteinas produzidas por diversos tipos celulares que regulam as atividades das células da
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imunidade inata) e demais proteinas do sistema complemento (ABBAS et al., 2015).

A resposta imune inata fornece sinais que atuam em conjunto com o antigeno para
estimular a proliferacdo e diferenciac@o de linfécitos B e T especificos contra o agente agressor.
Dessa forma, a medida que a resposta imune estd fornecendo a defesa inicial contra patégenos,
ela também pde em movimento a resposta imune adaptativa. A ativacao dos linfocitos necessita
de dois sinais distintos, sendo primeiramente o antigeno, € em seguida, as moléculas que sao
produzidas durante as respostas imunes inatas (ABBAS et al., 2015).

Linfécitos B reconhecem antigenos expostos ao solvente através de Receptores de
Linfécitos B (BCR), que consistem em imunoglobulinas ligadas 2 membrana. Apds ativacao,
os linfécitos B se diferenciam e secretam formas soluveis de imunoglobulinas, conhecidas
como anticorpos, que irdo mediar a imunidade humoral adaptativa. Anticorpos produzidos por
linfécitos B podem apresentar diferentes funcdes, as quais sdo desencadeadas pela ligacdo a seus
respectivos antigenos, que incluem a neutralizac¢io de toxinas e patdgenos e sua identificacdo para
destrui¢do (SILVERTHORN, 2017). Um epitopo de célula B € a por¢ao do antigeno que se liga ao
BCR ou anticorpo. Epitopos reconhecidos por células B podem estar em qualquer regido exposta
ao solvente no antigeno e podem apresentar natureza quimica diversa (SANCHEZ-TRINCADO
etal., 2017).

Por outro lado, linfécitos T reconhecem apenas antigenos expostos por receptores
especificos presentes em sua superficie, chamados de Receptores de Linfécitos T (TCR). O TCR
¢ um heterodimero composto de uma cadeia o ¢ uma 8 de tamanho aproximadamente igual.
Ambas as cadeias t€ém uma regido transmembrana que compreende os aminoécidos hidrofébicos
pelos quais a molécula é ancorada na membrana celular, além de uma regido constante (C) e
uma regido variavel (V), semelhante as cadeias de imunoglobulina (Figura 5). A regido varidvel
de ambas as cadeias determinam a especificidade para o antigeno. Os linfécitos T t€ém uma
especificidade restrita para antigenos; reconhecem apenas peptideos derivados das proteinas
estranhas que estdo ligadas as proteinas do hospedeiro, denominadas moléculas do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) (ABBAS et al., 2015).

Os genes que codificam para MHCs em humanos sdo chamados de Human Leu-
kocyte Antigen (HLA) (sistema antigeno leucocitario humano). Os MHCs exercem a funcado
de se ligarem aos antigenos peptidicos e apresentd-los para o reconhecimento por linfécitos T
especificos, e como resultado, essas células T reconhecem e respondem aos antigenos associados

a superficie celular (Figura 5).
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Figura 5 — Representacdo da estrutura de MHC de classes I e II em um complexo de ligacao
epitopo-MHC-linf6cito T
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Os epitopos de células T sdo peptideos derivados de antigenos e sdao reconhecidos pelo Receptor
de Linfocitos T (TCR) quando ligado a moléculas de MHC exibidas na superficie celular de
APCs. (a) Linfocitos T CD4 expressam o co-receptor CD4, que se liga ao MHC II, e reconhece
peptideos apresentados por moléculas de MHC II. (b) Linfécitos T CD8 expressam o co-receptor
CDS8, que se liga ao MHC 1, e reconhece peptideos apresentados por moléculas de MHC 1. Ca
e CPB correspondem a regides constantes de cadeias a ¢ B de TCR, ao passo que Vo ¢ Vf3
correspondem a regides varidveis das cadeias o ¢ B de TCR.

Fonte: Adaptado de Sanchez-Trincado et al. (2017).

Epitopos de células T podem ser apresentados por moléculas de MHC de classe
I ou II. MHC:s de classe I sao moléculas presentes em todas as células nucleadas do corpo
humano, enquanto que apenas Células Apresentadoras de Antigenos (APC) possuem também
o MHC da classe II. Ambas as classes de moléculas do MHC consistem em uma fenda de
ligagdo ao peptideo extracelular, uma regido tipo imunoglobulina ndao polimérfica, uma regiao
transmembrana e uma regido citoplasmatica (ABBAS et al., 2015). MHCs sao reconhecidos
por dois subconjuntos de linfocitos T: CD8 e CD4. Células T CD8 se tornam citotéxicas e
interagem com epitopos expostos por MHC I, ao passo que células T CD4 podem se tornar
auxiliares (amplificam a resposta imune) ou reguladoras (emitem sinais de inibi¢ao a resposta
imune) e reconhecem epitopos ligados ao MHC 1II. Portanto, ha epitopos de CD8 e de CD4, que
se diferenciam por sua ligacdo ao MHC de classe I e de classe II, respectivamente (Figura 5).

As moléculas de MHC I possuem uma cadeia o longa e uma cadeia 8 curta chamada
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B2-microglobulina (Figura 5). A cadeia o contém uma regido de ligag¢do ao peptideo altamente
polimérfica formada a partir dos dominios &1 e @2 (ABBAS et al., 2015). O co-receptor de CD8
se liga ao dominio a3, altamente conservado, ao qual a cadeia f2-microglobulina associa-se
(Figura 5), auxiliando a manter a conformacgao apropriada da molécula (ABBAS et al., 2015).

As moléculas de MHC classe II, no entanto, sdo compostas de duas cadeias polipep-
tidicas a e B de tamanho aproximadamente igual (Figura 5). A regido de ligacdo a peptideo é
altamente polimoérfica, formada pelos dominios a1 e f1 (ABBAS et al., 2015). Os dominios a2
e B2, altamente conservados, formam um bolséo ao qual o co-receptor de CD4 se liga (ABBAS
etal.,2015).

Cada molécula do MHC de classe I ou II tem uma unica fenda de ligacao que se
liga a um peptideo de cada vez, mas cada molécula de MHC pode se ligar a diversos peptideos
diferentes (ABBAS et al., 2015). Os peptideos que se ligam a moléculas de MHC possuem
caracteristicas estruturais semelhantes que promovem esta interacdo. Uma dessas caracteristicas
€ o tamanho do peptideo. A fenda de ligagcdo de MHC classe I € mais fechada, permitindo que
apenas epitopos mais curtos de aproximadamente 8 a 12 aminodcidos se liguem (BACKERT;
KOHLBACHER, 2015), enquanto que a fenda de ligagdo de MHC classe II € aberta, podendo
acomodar peptideos mais longos de aproximadamente 15 a 24 aminoécidos, com alguns dos
residuos localizados fora da fenda de ligacao (BACKERT; KOHLBACHER, 2015).

O que determina se um peptideo ird se ligar a fenda de MHC ou ndo sdo os amino4ci-
dos que estiverem localizados dentro da fenda de ligac@o, que se limitam a um conjunto de nove
residuos (SANCHEZ-TRINCADO et al., 2017). Esses nove aminoacidos definem a afinidade
e estabilidade a fenda de ligagcdo de MHC e, por essa razdo, métodos de predi¢dao de epitopos
lineares consideram apenas peptideos de nove aminoacidos de comprimento (nonameros). Os
demais aminodcidos que compdem os epitopos sdo conhecidos como flanqueadores, responsdveis
por ajudar na estabilidade do complexo através de ligagdes de hidrogénio (JAWA et al., 2013).

Além disso, outros residuos de aminoédcidos de um peptideo podem conter cadeias
laterais que se encaixam em bolsdes especificos e se ligam aos aminodcidos complementares na
molécula do MHC por meio de interagdes eletrostdticas, ligagdes de hidrogénio ou interacdes de
Van der Waals (ABBAS et al., 2015). Estes residuos peptidicos sao chamados de residuos de
ancoragem, porque contribuem com a maior parte das interagdes favoraveis para a ligacao (isto
€, ancoram o peptideo na fenda da molécula do MHC)(SILVERTHORN, 2017)

As posicdes de ancoragem na fenda de ligagdo do MHC II s@o determinantes para
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Figura 6 — Representacdo da estrutura da fenda de ligacdo do Complexo Principal de Histocom-
patibilidade (MHC) II

Epitopo de Linfécito T CD4 (15 a 24 aa)

Peptideo da fenda de ligagdo (9aa)

—— 7

As posigdes P1, P4, P6 e P9 que correspondem as cavidades na fenda de
ligacdo das moléculas de MHC II sdo determinantes para a ligacdo do
epitopo a fenda de MHC II.

Fonte: Adaptado de Malherbe (2009).

a ligac@o a um peptideo, pois representam os maiores valores de contribui¢c@o para o peptideo
ser considerado epitopo. Ancoras estio presentes em todos os motivos de ligacdo a HLA, e
sdo limitadas a um grupo de aminoécidos que compartilha caracteristicas fisico-quimicas como
polaridade, carga ou hidrofobicidade (HAMMER et al., 1994). A interacdo entre o epitopo de
célula T CD4 e a molécula de MHC II, por exemplo, € mediada principalmente pela contribui¢ao
de residuos-ancora nas posi¢coes P1, P4, P6 e P9, que correspondem as cavidades na fenda de
ligacdo das moléculas de MHC II (Figura 6).

A contribuicdo de linfécitos T CD4 € de grande importancia em estratégias de
desimunizacdo, pois essas células sdo as responsdveis pela indu¢do da producado de anticorpos
anti-terapéuticos e pela produgao de sinais inibitdérios em resposta a epitopos (SHARMA; HOLT,
2014). Portanto, a identificacdo de epitopos de células T CD4 € a de maior interesse numa
abordagem que objetive a redu¢do da imunogenicidade (RIZZARI et al., 2014).

Linfécitos T CD4 possuem pelo menos trés loci receptores de antigeno: DR, DQ, e
DP. As fendas de ligacdo das moléculas codificadas por esses genes sdo capazes de interagir com
motivos de ligacdo especificos. O conhecimento acerca das fendas codificadas por esses genes
polimorficos e suas frequéncias € de extrema importancia para realizar a predi¢do dos peptideos
que serdo apresentados pelos MHCs aos linfécitos T (BACKERT; KOHLBACHER, 2015).

Muitos complexos MHC-DR compartilham o mesmo padrado de ligacao a molécula
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de MHC, o que indica que sua promiscuidade (inespecificidade) € maior do que a alelos de MHC
classe I. Portanto, a identificacao de epitopos de MHC classe II pode ser um forte indicador
da resposta imunolégica de linfécitos T, pois eles representam regides da proteina em que as
sequéncias possuem alta afinidade com muiltiplos alelos de MHC e onde multiplos padrdes estdo
localizados (SANCHEZ-TRINCADO et al., 2017). Existem poucos dados na literatura acerca
da relacdo dos alelos MHC-DP e MHC-DQ com a imunogenicidade, o que pode ser devido ao
fato de eles serem menos definidos do que os alelos MHC-DR, ou ao fato de que esses alelos

apresentam uma baixa contribuic@o para a imunogenicidade (SHARMA; HOLT, 2014).
1.3.2 Efeitos adversos da administracdo de L-asparaginase

Apesar do avango significativo no tratamento de Leucemia com L-asparaginase, a
terapia promove uma série de efeitos adversos prejudiciais incluindo respostas imunolégicas,
variando de reagdes alérgicas ao choque anafilético fatal, distirbios de coagulacao, pancreatite,
hiperglicemia, hepatotoxicidade e inibi¢cdo da sintese de proteinas (SHRIVASTAVA et al., 2015).
Além disso, pode ocorrer também uma diminuic@o da atividade antitumoral de L-asparaginase,
que esta diretamente associada a producdo de anticorpos contra a enzima pelo paciente, o que
leva a reducdo de sua concentrag¢do na corrente sanguinea prejudicando a eficdcia do tratamento
(LOPES et al., 2017). Esses sintomas desencadeados pela administracdo de L-asparaginase
podem se enquadrar em duas categorias principais: os que pertencem a hipersensibilidade a
proteina exdgena e os efeitos adversos relacionados a inibicao da sintese proteica (STRICKLER
et al., 2018).

A manifestagdo clinica mais comum da hipersensibilidade € a urticaria, sendo tam-
bém relatadas induragdes, edema, inchago, frio, febre, sensibilidade e erup¢des cutaneas (NARTA
et al., 2007). Existem casos em que a urticdria pode ser tratada ou prevenida através de anti-
histaminicos. No entanto, reagdes mais severas geralmente exigem a descontinuagdo da for-
mulacdo administrada. Tais reagdes tém de 13 a 30% de frequéncia de ocorréncia causada por
L-asparaginase de E. coli (AMYLON et al., 1999). Fatores de risco para hipersensibilidade a
L-asparaginase incluem doses acima 6000 UI/m? por dia via intravenosa, repeti¢des frequentes
do tratamento e utilizacdo da enzima como agente inico de tratamento, ao invés da utilizacdo de
uma quimioterapia combinada (TRUEWORTHY et al., 1978).

Em caso de toxicidades decorrentes da sintese proteica inibida, os tecidos com

elevadas taxas de sintese proteica (figado, pancreas e sistema de coagulacdo) sdo os mais
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frequentemente afetados pela terapia com L-asparaginase (OHNUMA et al., 1970). A maioria
dos pacientes apresentam evidéncias de hepatotoxicidade. Os efeitos no sistema de coagulacao,
evidenciados por desequilibrios na formacao de fatores de coagulacdo, também sdo aspectos
comuns associados a terapia com L-asparaginase. A pancreatite € uma complicacio comumente
documentada, ocorrendo em cerca de 10 a 16% dos pacientes com taxa de mortalidade entre 1,8
e 4,6% (OHNUMA et al., 1970). Os pacientes também podem desenvolver sinais e sintomas de
diabetes devido a danos causados nas ilhotas pancredticas e diminuicdo subsequente da sintese
de insulina. A hiperglicemia pode se tornar mais severa quando a enzima é administrada em
combinac¢do com prednisona. Porém, o risco pode ser reduzido se a administracdo de prednisona
for realizada antes de L-asparaginase (SUTOW et al., 1976). A neurotoxicidade, que pode
ser um resultado da auséncia de L-asparagina e L-glutamina no cérebro, é um sintoma ocorre
em aproximadamente 25% dos pacientes adultos tratados com L-asparaginase, contudo é um
sintoma raro em criangas (STRICKLER et al., 2018).

A administrag@o a pacientes geralmente resulta em uma rapida decadéncia nos niveis
de L-asparaginase sanguinea devido a reagdo imunoldgica de inativacdo da enzima exdgena,
levando a necessidade de uma alta frequéncia de administragc@o, o que pode favorecer a producao
de anticorpos anti-terapéuticos (FERNANDES et al., 2016). A producio de anticorpos contra
L-asparaginase foi observada em cerca de 60% dos pacientes tratados com L-asparaginase de E.
coli (SHRIVASTAVA et al., 2015), o que resulta na reducao da concentragio 6tima da proteina
na corrente sanguinea, e consequentemente na diminui¢ao da eficdcia do tratamento. Este quadro
representa um dos maiores desafios em relagdo ao uso de proteinas terapéuticas.

A identificacdo de sequéncias peptidicas em proteinas terapéuticas que sao reconhe-
cidas como epitopos por algum MHC é de grande importancia para o entendimento da origem de
doencgas, monitoramento da resposta imune, desenvolvimento de ensaios diagndsticos e design
de vacinas, além de ser necessdria para a determinagdo do potencial imunogénico de terapéuticos,
servindo como ponto de partida em inimeras abordagens de desimunizacdo (AHMAD et al.,

2016).

1.4 Mapeamento de Epitopos Lineares

O mapeamento de epitopos lineares se refere ao processo de identificacdo das
menores sequéncias de aminodcidos de um antigeno especifico que € reconhecido por receptores

de células T, e a0 mesmo tempo, tém potencial de incitar uma resposta imune citotoxica duradoura
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(AHMAD et al., 2016). A predicao de epitopos € baseada nas interacdes entre aminodcidos da
proteina e moléculas de MHC de um individuo. Quanto mais estdvel a ligagao de um peptideo a
fenda de ligacao de uma molécula de MHC, maior a probabilidade de que esse peptideo incite
uma resposta imune (WEAVER et al., 2008).

A principal limitagdo comum a todos os métodos de andlise de ligacio de MHC
de classe II (in silico e in vitro) sdo o grande numero de peptideos falso-positivos que sao
identificados como ligantes de MHC classe II, mas que ndo estimulam resposta de células T nem
in vitro quanto in vivo (BAKER et al., 2010). Isso ocorre em grande parte devido a dificuldade
de se considerar e predizer todos os fatores que influenciam a formacgao de epitopos. Etapas
como o processamento da proteina, o reconhecimento de epitopos por TCRs e a tolerancia de
células T a determinados peptideos s@o fatores complexos e extremamente variados para cada
proteina e cada organismo (AHMAD et al., 2016).

Para a identifica¢do de epitopos em larga escala foram desenvolvidos algoritmos que
preveem a capacidade de um peptideo se ligar a molécula de MHC e quantificam a afinidade desta
ligacdo. Em adic¢do a vantagem de se rastrear rapidamente um grande nimero de sequéncias,
estes métodos sdo consideravelmente menos dispendiosos do que ensaios in vitro, que consomem
mais tempo e demandam mais recursos (GROOT; SCOTT, 2007; BAKER et al., 2010). As
ferramentas in silico atuais sdo precisas quanto a predi¢do de peptideos de ligagdo ao MHC 11
contra um grande nimero de alelos de MHC (PARKER et al., 2010; BRENNAN et al., 2010;
GUPTA et al., 2011; DROUIN et al., 2013).

A Tabela 3 indica preditores de epitopos lineares de ligacdo ao MHC II que se
encontram disponiveis online para uso publico. Essas ferramentas permitem a identificacdo
de epitopos de intimeras sequéncias de proteinas com base na afinidade por diversos alelos
de MHC e podem ser categorizadas como as que se baseiam em critérios (1) bioquimicos,
utilizando metodologias como motivos de ligacdo, docking e relagdo estrutura-atividade; e as que
se baseiam em critérios (ii) estatisticos, se utilizando algoritmos de aprendizagem de mdquina,
como maquina de vetores de suporte e rede neural artificial. Isso significa que uma func¢do de
predi¢do € construida com base em um conjunto de dados para treinamento.

Métodos bioguimicos se valem da existéncia de aminodcidos em determinadas
posicdes dos epitopos, conhecidos como residuos-ancora (THAKALLAPALLY et al., 2000). A
primeiras predicdes da ligacdo peptideo-MHC foram realizadas usando este fundamento através

dos chamados Motivos de Sequéncia (SM), que refletem as preferéncias das moléculas de MHC
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Tabela 3 — Preditores de epitopos de linfécitos T CD4+ disponiveis online para uso publico

Ferramenta URL Método Referéncia
EpiTOP http://www.pharmfac.net/EpiTOP  QSAR (DIMITROV et
al., 2010)
IEDB-MHCII http://tools.immuneepitope.org/ Consenso (ZHANG et al.,
mhcii/ 2008)
[L4pred http://webs.iiitd.edu.in/raghava/ SVM (DHANDA et al.,
il4pred/index.php 2013)
MHCPred http://www.ddg- QSAR (GUAN et al,
pharmfac.net/mhcpred/MHCPred/ 2003)
MHC2PRED http://www.imtech.res.in/raghava/  SVM (BHASIN;
mhc2pred/index.html RAGHAVA,
2004)
Motif Scan https://www.hiv.lanl.gov/content/ SM (THAKALLAPALLY
immunology/motif_scan/motif_scan et al., 2000)
MULTIPRED?2 http://cvc.dfci.harvard.edu/ ANN (ZHANG et al.,
multipred2/index.php 2011)
NetMHCII http://www.cbs.dtu.dk/services/ ANN (NIELSEN et al.,
NetMHCII/ 2007a)
NetMHClIpan http://www.cbs.dtu.dk/services/ ANN (NIELSEN et al.,
NetMHClIIpan/ 2008)
PREDIVAC http://predivac.biosci.uq.edu.au/ MM (OYARZUN et
al., 2013)
Propred http://www.imtech.res.in/raghava/ QAM (SINGH;
propred/ RAGHAVA,
2001)
Rankpep http://imed.med.ucm.es/Tools MM (RECHE et al.,
/rankpep.html 2004)
SYFPEITHI http://www.syfpeithi.de/ MM (RAMMENSEE
et al., 1999)
SVMHC http://abi.inf.uni- SVM (DONNES;
tuebingen.de/Services/ KOHLBACHER,
SVMHC/ 20006)
SVRMHC http://us.accurascience.com/ SVM (WAN et al,
SVRMHCdb/ 20006)
TEPITOPE http://datamining-iip.fudan.edu.cn/ QAM (STURNIOLO et
service/TEPITOPEpan al., 1999)
Vaxign http://www.violinet.org/vaxign/ MM (XIANG; HE,
2009)

ANN: Rede Neural Artificial; DS-QM: Matriz Quantitativa baseada em Escores de Docking;
Consenso: Combinagdo de Métodos; MM: Matriz de Motivos; SM: Motivo de Sequéncia; SVM:
Miquinas de Vetores de Suporte; QAM: Matriz de Afinidade Quantitativa; QSAR: Modelo
Quantitativo de Relacao Estrutura-Atividade.

Fonte: Elaborado pela autora.

por aminodcidos em posi¢des de ancoragem (D’ AMARO et al., 1995). Posteriormente, foram

desenvolvidas Matrizes de Motivos (MM), que avaliam a contribui¢do de cada aminoacido
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em cada posi¢cdo da fenda de ligacdo ao MHC através de pontuagdes (NIELSEN et al., 2004;
RAMMENSEE et al., 1999). A versdao mais atualizada de Matrizes de Motivo consiste em perfis
que sdo semelhantes aqueles usados para detectar homologia de sequéncias (RECHE et al., 2004;
XIANG:; HE, 2009; OYARZUN et al., 2013).

As Matrizes de Motivos ndo levam em consideracio valores de afinidades de ligacdo
nas pontuacdes da matriz e, portanto, as pontuacdes dos peptideos resultantes nao sao adequadas
para indicar a afinidade de ligacdo. Por isso, Matrizes Quantitativas de Afinidade (QAM) sdo
treinadas em peptideos com suas correspondentes afinidades de ligacdo, e objetivam predizer a
afinidade de liga¢do do complexo peptideo-MHC (PARKER et al., 1994). Viérias abordagens
foram desenvolvidas e aprimoradas para obter QAMs a partir de dados de afinidade de peptideos
e predizer a ligacao de peptideos ao MHC (STURNIOLO et al., 1999; SINGH; RAGHAVA,
2001).

Foi demonstrado que os residuos nao-ancora também contribuem para a capacidade
de um peptideo se ligar a uma dada molécula de MHC (BOUVIER; WILEY, 1994). Para
calcular interferéncias que residuos vizinhos de peptideos possuem na afinidade de ligacao foi
introduzido o Modelo Quantitativo de Relacao Estrutura-Atividade (QSAR), em que a afinidade
dos peptideos pelo MHC € calculada como a soma das contribui¢des dos aminoédcidos em cada
posicdo adicionada a contribui¢do de interacdes de cadeias laterais adjacentes (GUAN et al.,
2003).

Alternativamente, sdo utilizadas métodos baseados em aprendizagem estatistica,
como Rede Neural Artificial (ANN) e Mdaquinas de Vetores de Suporte (SVM) (AHMED;
MAEURER, 2009), treinados em conjuntos de dados que consistem em peptideos com afinidade
conhecida para moléculas de MHC.

Um estudo comparativo foi realizado para avaliacdo dos métodos de predi¢ao de
epitopos lineares contra um vasto banco de dados (mais de 10.000 dados) de afinidades de ligacao
de MHC classe II-peptideo obtido experimentalmente (WANG et al., 2008). Para a avaliagao
dos métodos de predi¢cdao foram escolhidas ferramentas capazes de realizar predicdes para MHC
classe II que estivessem disponiveis para uso publico e que permitissem submissdo em larga
escala, totalizando nove métodos que correspondiam a esses critérios (Tabela 4).

A performance geral das ferramentas selecionadas foi avaliada calculando-se a média
da afinidade de ligacdo para todas as moléculas de MHC II disponiveis comparando com o

banco de dados obtido experimentalmente que ainda ndo havia sido publicado. Os resultados
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Tabela 4 — Métodos de predi¢ao de epitopos de MHC classe Il em larga escala

Ferramenta Método Referéncia
ARB Matriz de Ligacao Relativa Média (BUI et al., 2005)
(ARB)
PROPRED Matriz TEPITOPE (SINGH; RAGHAVA, 2001)
SVMHC SVM (DONNES; KOHLBACHER,
2006)
SYFPEITHI Matrizes de Pontuacdo de Posicio (RAMMENSEE et al., 1999)
Especifica
RANKPEP Matrizes de Pontuacdo de Posicio (RECHE et al., 2004)
Especifica
SMM-align Matriz Estabilizada (NIELSEN et al., 2007b)
SVRMHC Regressdao SVM (WAN et al., 2006)
MHC2PRED SVM (BHASIN; RAGHAVA, 2004)
MHCPRED Regressdo QSAR (GUAN et al., 2003)

Fonte: Adaptado de Wang et al. (2008).

foram representados através de curvas Area sob a Curva ROC (AUC), que indicam a relagio
entre a sensibilidade e a especificidade de um teste diagnostico quantitativo, ao longo de um
continuo de valores de corte, para se classificar e contabilizar o nimero de predi¢des positivas e
negativas. Para cada ponto de corte sdo calculados valores de sensibilidade e especificidade, que
sdo dispostos em um grafico denominado AUC (CRISTIANO, 2017). SMM-align e PROPRED
apresentaram predi¢des mais acuradas, com resultado de AUC de 0,73, seguido do método ARB,
que obteve o terceiro melhor resultado, com média de AUC de 0,71 (WANG et al., 2008).
Posteriormente foi analisado se os métodos selecionados seriam capazes de identificar
com acurdcia os nonameros que se ligam a fenda de ligacdo. Um total de 29 estruturas associadas
a 14 moléculas diferentes de MHC II foram obtidas a partir do PDB para tal avaliagio (WANG
et al., 2008). Foi feita a comparacao de cada residuo obtido por cada ferramenta com os residuos
originais extraidos das estruturas cristalograficas. PROPRED obteve a melhor performance, tendo
sido capaz de predizer corretamente todos os residuos presentes nas estruturas de PDB (WANG
et al., 2008). O PROPRED utiliza as matrizes de afinidade do TEPITOPE (STURNIOLO et al.,

1999), que sera descrito detalhadamente a seguir.
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1.4.1 TEPITOPE

O TEPITOPE € um método de predi¢cdao de epitopos em proteinas que utiliza ma-
trizes de afinidade quantitativa. Essas matrizes de afinidade foram criadas a partir de dados
experimentais obtidos da afinidade entre peptideos e diferentes alelos de MHC II. Inicialmente
foram realizadas medi¢des da afinidade de ligacao individual entre cada aminodcido e a fenda de
ligacdo dos diferentes MHC II. Posteriormente, foram criados perfis de liga¢do para alelos ndao
testados através de alinhamentos sequencial e estrutural (STURNIOLO et al., 1999).

O TEPITOPE utiliza a soma dos escores especificos para cada aminoacido em uma
dada posicdo em um nonamero para predizer sua probabilidade de se ligar a um MHC II e incitar
uma resposta imune (PARKER et al., 2010).

As fendas (ou cavidades) de ligagdo de MHC II contém nove residuos no nticleo de
ligagdo, aos quais porcdes especificas do epitopo se ligam. Cadeias laterais diferentes podem
apresentar efeitos diversos na modulagdo da afinidade de ligagc@o do epitopo. A vantagem dessa
metodologia é que um determinado perfil de ligagdo conhecido pode ser aplicado a outros alelos
que possuem a mesma fenda sem qualquer modificacdo independentemente do polimorfismo da
molécula de MHC (STURNIOLO et al., 1999).

Os alelos de MHC para os quais existem matrizes de afinidade de ligag@o disponiveis

encontram-se listados no Quadro 1.

Quadro 1 — Alelos de MHC para os quais o TEPITOPE disponibiliza matrizes de afinidade de

ligacdo
DRB1*0101 | DRB1*0102 | DRB1*#0301 | DRB1*0305 | DRB1*0306
DRB1*0307 | DRB1*0308 | DRB1*#0309 | DRB1*0311 | DRB1*0401
DRB1*0402 | DRB1*0404 | DRB1*0405 | DRB1*0408 | DRB1*0410
DRB1*0423 | DRB1*0426 | DRB1*#0701 | DRB1*0703 | DRB1*0801
DRB1*0802 | DRB1*0804 | DRB1*0806 | DRB1*0813 | DRB1*0817
DRB1*1101 | DRB1*1102 | DRB1*1104 | DRB1*1106 | DRB1*1107
DRB1*1114 | DRB1¥1120 | DRB1*1121 | DRB1*1128 | DRB1*1301
DRB1*1302 | DRB1¥1304 | DRB1#1305 | DRB1*1307 | DRB1*1311
DRB1*1321 | DRB1#1322 | DRB1*1323 | DRB1*1327 | DRB1*1328
DRB1*1501 | DRB1#1502 | DRB1*1506 | DRB5*0101 | DRB5*0105

Fonte: Elaborado pela autora.
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A identificacdo de epitopos € o primeiro passo para a reducdo da imunogenicidade
de proteinas terapéuticas. Para se alcancar maior eficicia e segurancga no tratamento de LLA,
estratégias de desimunizacdo de proteinas podem ser aplicadas a partir do mapeamento de

epitopos, tais como glicosilagdo, peguilacdo, humanizacdo e mutagénese.

1.5 Desimunizacao

A imunogenicidade ¢ uma das maiores limitagdes em relacdo ao uso de proteinas
terapéuticas (Segao 1.3). A principal causa da imunogenicidade € a presenca de epitopos de
linfécitos T na sequéncia da proteina que podem ativar células T auxiliares, resultando na
producido de anticorpos contra a proteina e na neutralizag@o do efeito terapéutico (JONES et al.,
2009).

Os anticorpos produzidos contra L-asparaginase sdo a principal causa da resisténcia
a esta proteina e resultam na reducao da atividade enzimética e em efeitos clinicos adversos
(RIZZARI et al., 2013; SHRIVASTAVA et al., 2015; AHMAD et al., 2016; FERNANDES et
al., 2016). Pacientes com anticorpos anti-asparaginase apresentam quantidades insuficientes da
enzima para a efetiva deplecao de asparagina e, em alguns casos, a atividade da asparaginase
pode ser indetectavel (EGLER et al., 2016; LOPES et al., 2017; RIZZARI et al., 2013). Portanto,
estratégias para reduzir a hipersensibilidade através da exploracdo de mutacdes que diminuam
o potencial imunogénico, enquanto preservam o potencial terapéutico e a estabilidade proteica
sdo de extrema importancia para assegurar a eficicia e seguranga no tratamento da Leucemia
Linfoblastica Aguda.

A desimunizacdo de proteinas corresponde a estratégia de localizar e remover ou
camuflar epitopos de células T através do uso combinado de técnicas de biologia molecular e
imunologia, de modo a reduzir a imunogenicidade total de uma proteina terapéutica (PARKER et
al., 2010). O objetivo final desse processo € a mitigacao das respostas de anticorpos antifirmacos
de modo a melhorar a eficécia da proteina terapéutica (ZHAO et al., 2015).

Algoritmos computacionais, bancos de dados de epitopos e avangos nos métodos
estatisticos t€m possibilitado estratégias para mitigar o potencial de imunogenicidade de proteinas
terapéuticas (BRYSON et al., 2010). Diferentes estratégias de redugdo de imunogenicidade t€m
sido testadas, e incluem modificacdo direta da proteina terapéutica através de peguilacdo ou
glicosilacdo na tentativa de mascarar epitopos imunogénicos (ETTINGER et al., 1994; GROOT,;

SCOTT, 2007), modificacdes de residuos imunodominantes de MHC classe II para inibir sua
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apresentacdo a linfocitos (PARKER et al., 2010; PARKER et al., 2013) e estratégias que ajudem
o sistema imune a tolerar a proteina terapéutica (CANTOR et al., 2011; JAWA et al., 2013).

A peguilacdo e glicosilagdo sao os dois métodos mais comuns de modificagdes pos-
traducionais de proteinas que ndo impactam sua eficicia terapéutica, e consistem na conjugacao
da proteina a moléculas de Polietilenoglicol (PEG) e glicose, respectivamente. PEG nao ¢é
toxico, ndo € imunogénico, € altamente solivel em dgua e possui a aprovacao do FDA para
aplicacdo em biofarmacos nos Estados Unidos (GROOT; SCOTT, 2007). Proteinas terapéuticas
conjugadas ao PEG ou a glicose possuem uma série de vantagens, como a diminui¢do de sua
degradacdo por enzimas metabdlicas, o que resulta no aumento de sua meia-vida e na reducao
da imunogenicidade ao diminuir a protedlise, interferindo no processamento da proteina e
consequentemente na apresentacdo de epitopos as moléculas de MHC (GRISWOLD; BAILEY-
KELLOGG, 2016). Apesar disso, o uso desses métodos pode resultar na producao de anticorpos
anti-PEG e criagcdo de novos epitopos para anticorpos neutralizantes, respectivamente (ZHANG
et al., 2014). Além disso, a conjugacdo a agucares incomuns podem resultar em um efeito
contrdrio e aumentar a imunogenicidade (SO et al., 1996).

Uma outra abordagem corresponde a humanizacdo, que aumenta a similaridade da
proteina terapéutica com a proteina humana, levando a reducdo parcial da imunogenicidade
(LIU et al., 2015). Entretanto, trata-se de um processo dispendioso que muitas vezes nao €
justificado pela imunogenicidade remanescente, que pode variar de uma imunogenicidade baixa
a intoleravel (SAFDARI et al., 2013).

Finalmente, € possivel recorrer a estratégia utilizada neste trabalho, na qual a sequén-
cia da proteina de interesse é diretamente manipulada via mutagénese sitio-dirigida. (PARKER
etal., 2010; MEHTA et al., 2014). Mutagdes na sequéncia podem reduzir o nimero de epitopos
produzidos pela clivagem da proteina como também diminuir a afinidade dos epitopos pelas
moléculas de MHC II dificultando seu reconhecimento pelo sistema imune, o que resulta em
uma redu¢do na imunogenicidade geral da proteina (GROOT; SCOTT, 2007).

Para a obtencao de variantes desimunizadas da L-asparaginase de Escherichia coli,
seria necessdria a alteracdo de regides reconhecidas como epitopos pelo sistema imune por meio
de um conjunto especifico de mutacdes sitio-dirigidas. Contudo, encontrar as exatas posi¢des
da sequéncia e identidade dos residuos para os quais se deve mutar se torna um desafio quando
se leva em conta que é possivel mutar em cada uma das posi¢des da sequéncia para todos

os 20 amino4cidos de ocorréncia natural. Considerando que cada uma das subunidades da
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L-asparaginase possui 326 residuos temos 2032

possiveis mutantes que devem ser avaliados
para que o melhor seja encontrado.

Para sanar este problema, é possivel se utilizar de algoritmos de otimizagdo que
possibilitem encontrar a solu¢dao de maneira mais eficiente, além de possibilitar a economia de

recursos que seriam necessarios em ensaios e experimentos para avaliar a eficiéncia de mutantes

criados aleatoriamente.

1.5.1 Algoritmo Genético

Algoritmos de otimizac¢ao buscam alcancar a soluc¢ao ideal para um determinado
problema, de forma que se possa alcancar eficientemente os objetivos estabelecidos. A qualidade
de uma solug¢do € dada pelo valor que a solucdo apresenta diante de uma fun¢do de avaliacdo, e sua
viabilidade é dada por um conjunto de restricdes. Algoritmos evoluciondrios sao procedimentos
de otimizagdo que buscam as melhores solucdes possiveis para o problema proposto partindo
de um conjunto de solucdes iniciais e gerando, sucessivamente, novas solu¢des mais adequadas
(YU; GEN, 2010).

Um dos algoritmos de otimizacdo mais utilizados € o Algoritmo Genético (AG),
inspirado na teoria da evolugdo pela selecao natural proposta por Darwin e Wallace, na qual
individuos mais adaptados possuem maior probabilidade de transmitirem seus caracteres para
a geragdo seguinte (HOLLAND, 1975). Em um algoritmo genético, cada individuo representa
uma solugdo candidata do problema em questdo e o processo de evolucio executado corresponde
a uma busca multi-direcional nesse espaco de solugdes.

Os individuos sdo aprimorados por meio de transformacdes realizadas por operadores
genéticos, permitindo a troca da orientacao da direcdo representada por cada solu¢io. A cada
geragdo, as solugdes sdo avaliadas por uma fun¢do de aptidao, de forma que os individuos mais
adaptados sejam selecionados. Para fazer a distin¢do entre diferentes solucdes, é empregada uma
funcdo objetivo que simula o papel da pressao exercida pelo ambiente sobre o individuo.

As solucdes melhor adaptadas se reproduzem, enquanto que solucdes pior adaptadas
sdo eliminadas, permitindo que os individuos acumulem, ao longo do tempo evolutivo, um maior
numero de caracteres de interesse e idealmente se tornem mais aptos a solucionar o problema.
Ap6s um numero de geracdes, a condicao de parada deve ser atendida, a qual geralmente indica
a existéncia, na populacdo, de um individuo que represente uma solucao satisfatoria para o

problema.
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Dessa forma, é possivel obter variantes desimunizadas da L-asparaginase de Esche-
richia coli de maneira muito mais eficiente através de uma combinagdo 6tima de mutacdes na

sequéncia que nao impliquem na criagdo de novos e sejam estruturalmente estaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desimunizar uma sequéncia de L-asparaginase de Escherichia coli, enzima terapéu-
tica utilizada no tratamento de Leucemia Linfobldstica Aguda, através de mutacdes em epitopos
determinados experimentalmente utilizando-se alelos de HLA relatados na literatura relacionados

a resposta imune contra L-asparaginase.

2.2 Objetivos Especificos

e Calcular o escore de imunogenicidade de epitopos de L-asparaginase de Escherichia coli;

e Encontrar mutagdes para a sequéncia de L-asparaginase de Escherichia coli que reduzam
seu potencial imunogénico enquanto preservam a estabilidade;

e Selecionar, dentre os mutantes estruturalmente estaveis, aqueles que representem o melhor

compromisso entre menor imunogenicidade, menor nimero de mutacoes.
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3 METODOLOGIA

A estratégia de desimunizacao da sequéncia de L-asparaginase de Escherichia coli
se iniciou com a escolha das regides da proteina a serem alvos de mutagénese (Se¢ao 3.1.1). O
método TEPITOPE foi utilizado para a obten¢do dos escores de imunogenicidade, resultando
em um valor correspondente a cada complexo epitopo-alelo de MHC II analisado (Sec¢ado 3.1.2).

Um Algoritmo Genético foi utilizado para investigar as variantes ideais, por meio
da (i) realizacdo de mutagdes, (ii) recombinagdo de mutagdes, e (iii) selecdo dos individuos de
menor imunogenicidade (Sec¢ao 3.2).

Finalmente, os mutantes obtidos pelo Algoritmo Genético foram avaliados frente a
uma fronteira de Pareto para a sele¢cdo dos mutantes que representam o melhor compromisso

entre a menor imunogenicidade e 0 menor nimero de mutacdes (Secdo 3.3).

3.1 Determinacao da Imunogenicidade de Epitopos Lineares

3.1.1 Identificacdo de epitopos de L-asparaginase de Escherichia coli e selecdo de alelos de

HLA-II

O primeiro estagio do trabalho consistiu na identificacdo dos epitopos lineares de
linfécitos T CD4 na sequéncia de L-asparaginase de Escherichia coli.

Um estudo experimental realizado por Cantor et al. (2011) identificou dois epitopos
de L-asparaginase de E. coli, sendo o primeiro epitopo de 10 aminodcidos, comecando no residuo
111 da sequéncia, e o outro com nove aminodcidos de comprimento, iniciando no residuo de
numero 217 (CANTOR et al., 2011).

O epitopo com 10 residuos de comprimento foi separado em dois epitopos sobre-
postos (111-119 e 112-120) para que tivessem seu escore de imunogenicidade calculado pelo
TEPITOPE (Secdo 3.1.2), visto que o mesmo analisa apenas peptideos com nove residuos de
comprimento (nonameros), tamanho correspondente a fenda de ligagao do MHC (SANCHEZ-
TRINCADO et al., 2017). Isso resultou em trés epitopos com nove residuos de comprimento,
cada (Tabela 5).

Os epitopos identificados foram investigados com relag@o a sua propensao em se ligar
a cada uma das proteinas de HLAs definidas neste trabalho. Para isso, foi realizada uma busca

na literatura de alelos de HLA considerando apenas aqueles (i) relacionados a hipersensibilidade
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Tabela 5 — Epitopos de L-asparaginase de Escherichia coli determinados experimentalmente
que foram alvos de mutagénese

Epitopo Sequéncia Posicao
M MVGAMRPST 111-119
y iz VGAMRPSTS 112-120

V217 VYNYANASD 217-225

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 6 — Alelos de HLA utilizados na predigdo da imunogenicidade de epitopos de L-

asparaginase

Alelo Relevancia Referéncia

DRB1*0701 Hipersensibilidade (FERNANDEZ et al., 2014)
DRB1*0401 LLA (DORAK et al., 1999)
DRB1*0101 Representam (SOUTHWOOD et al., 1998)
DRB1*1302 mais de 80%

DRB1*#1501 da populagio

DRB5*0101 mundial

Fonte: Elaborado pela autora.

a L-asparaginase (FERNANDEZ et al., 2014), (ii) ligados a LLA (DORAK et al., 1999), ou
que (ii1) juntos representam mais de 80% da populagdo mundial, independentemente da origem

étnica (SOUTHWOQOD et al., 1998) (Tabela 6).

3.1.2 Cdlculo da imunogenicidade dos epitopos

A determinacdo da imunogenicidade dos epitopos foi realizada pelo método TE-
PITOPE (STURNIOLO et al., 1999). O arquivo no formato FASTA contendo a sequéncia
de L-asparaginase de Escherichia coli obtida no Protein Data Bank (RCSB PDB, 1993) foi
submetido ao TEPITOPE para a obtencdo dos escores.

O TEPITOPE simulou a clivagem da proteina considerando todos 0os nonameros
possiveis, iniciando do primeiro aminodcido ao nono, do segundo ao décimo e assim por diante,
abrangendo todos os petideos nonaméricos sobrepostos ao longo da sequéncia de L-asparaginase
(Figura 7 a).

O valor de imunogenicidade para cada nonamero foi obtido pela soma da contribuicao
individual dos aminoécidos em diferentes posi¢des das matrizes de HLA (Figura 7 b), que foram

definidos experimentalmente através das variagoes da afinidade peptideo-MHC (STURNIOLO
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Figura 7 — Representacdo do cdlculo dos escores de imunogenicidade de epitopos de L-
asparaginase de Escherichia coli através do TEPITOPE

a) SEQUENNA L P N I T D L A T G Y E I A G G

PEPTIDEO 1 L P N1 T DULA AT

b) AMINOAC. | P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
A 09 | 12 | 22 0,0 - 0,1 1,2 - -0,9 I- P “ I T D I. A T
C 110 )03 o9 |2 - ]oo]os5| - |17
D -0,3 2,6 1,7 0,4 - 1,1 0,7 - 2,5
o1 ]o2[-01]o6] - [11]02] - [09]=30
E 1,0 24 | -1,0 1,1 - 1,0 18 - -1,3
F 0,3 1,9 0,0 0,3 - -2,4 0,7 - -2,8
G 0,0 -2,4 0,7 -0,9 - -0,3 04 - 0,5
H 1,7 | 1,7 04 | -1,7 - 0,4 -0,1 - 0,0
| -1,6 | 07 0,3 0,6 - 02 | -1, - 1,1
K 308 o040 - oz ool - |-16 |-0,1 -03| 03 | 1,2 | - | 1,6 | 12 | - | 0,5 |=4,4
L 0,1 23 1,8 0,9 - 1,6 0,2 - 1,4
M 0,6 -2,9 1,1 0,3 - -1,2 2,2 - 1,9
P -0,1 0,2 23 1,8 - 15 0,3 - 0,0
@ Jz2foojosfor| - Josfoa] - Joi| o207 [04]oa] - Jor[11] - [1]=18
R 03 15|13 00| - o6 ]o02]| - |09
S 0,7 -0,9 0,5 0,3 - -2,4 0,7 - 0,3
v 24 | 07 -09 0,5 - 2,6 1,7 - 09
Yopodea a0y - J o0l - 19 F T |49 1709 - [26]04] - [13]=-44
Y -1,4 | 02 -1,1 0,1 - -1,4 2,5 - -1,1

a) Os cinco primeiros peptideos formados a partir da sequéncia original sdo mostrados na figura. O
TEPITOPE simula a clivagem de nonameros das posi¢oes 1 29,2 a 10, 3 a 11, e assim por diante,
até que toda a sequéncia seja abrangida. b) Cada nonamero obtido pela clivagem sucessiva da
sequéncia original é entdo submetido a andlise da sua afinidade a molécula de MHC, utilizando-se
as matrizes quantitativas para tal cdlculo. Para cada posi¢do da fenda de MHC (P1 a P9), existe
um valor de afinidade correspondente ao aminoécido que a ocupa, com exce¢ao das posi¢cdes 5
e 8. Os valores de afinidade de cada posi¢ao sdo somados com os valores correspondentes aos
demais residuos de um mesmo peptideo, e o resultado dessa operagdo indica a propensdo de que
aquele peptideo especifico se ligue ao MHC. O célculo dos escores de afinidade € realizado para
todos os peptideos obtidos através da sequéncia proteica submetida para andlise.

Fonte: Elaborado pela autora.
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et al., 1999). As matrizes de afinidade nao apresentam valores de contribuicdo para as posi¢des
5 e 8 porque as cadeias laterais dos residuos que poderiam interagir com os aminoacidos nestas
posicdes estdo voltadas para a direcao oposta a fenda de ligacdo do MHC II, nao influenciando
na afinidade final da ligacdo.

O arquivo de saida apresentou os escores de imunogenicidade para cada nonamero
em ordem decrescente, de forma que os maiores escores representaram maior afinidade pelo
MHC, indicando maior propensao do peptideo ser um epitopo e, portanto, maior probabilidade
de desencadear uma resposta imune. Epitopos promiscuos, isto €, presentes em mais de uma
entrada, indicaram que o nonamero foi identificado como epitopo por mais de um alelo de MHC
II.

Os resultados gerados apresentaram todos os possiveis epitopos da sequéncia de
L-asparaginase associados aos escores de imunogenicidade calculados pelo TEPITOPE, mas
apenas os epitopos identificados previamente por Cantor ef al. (2011) foram considerados na

etapa seguinte para desimunizagao.

3.2 Desimunizacao da L-asparaginase de Escherichia coli

O Algoritmo Genético se iniciou com um conjunto de solucdes candidatas ao pro-
blema, em que cada solucao foi denominada individuo, e o conjunto de individuos, populagdo
inicial (Sec¢do 3.2.1). Uma nova solugdo era formada através da aplicacio de operadores genéti-
cos de mutacgdo (Secdo 3.2.2), recombinacao (Secdo 3.2.3) e de um mecanismo de selecdo que
dava preferéncia aos individuos mais adaptados ao ambiente (Se¢do 3.2.3.1). Caracterizava-se
assim um processo evolutivo, onde a aptidao de um individuo a cada geracdo apresentava uma
tendéncia de crescimento continuado (Secao 3.2.5). Nas secOes seguintes foram descritos os

conceitos basicos de AG e a forma como foram implementados neste trabalho.

3.2.1 Individuo e Populacdo

Um individuo (também denominado cromossomo ou gendétipo) € o conjunto de
parametros que representa uma possivel solucdo para o problema. Neste trabalho, cada individuo
representou uma copia da sequéncia da proteina a ser desimunizada.

O conjunto de individuos é denominado populacdo, que representa a totalidade de

solucdes candidatas. O tamanho méximo da populacdo foi mantido, mas a composi¢ao da
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populacdo mudou ao longo das geracdes conforme individuos mais adaptados foram criados.
O conjunto de sequéncias que foram usadas para inicializar o algoritmo consistiu
em 30 copias iguais da sequéncia de L-asparaginase de Escherichia coli que compuseram a
denominada populacao inicial (Figura 8). Durante a execu¢do do AG, muta¢des, recombinagdes
e substitui¢des foram feitas de modo a criar variabilidade na populagdo visando obter individuos

estdveis € menos imunogenicos, que, ao fim do processo evolutivo convergiram na populacao

final.

Figura 8 — Representa¢do dos individuos e da populagdo inicial no Algoritmo Genético

—

Individuo 1 LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGV

Individuo 2 LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGY

Individuo 3 LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGV

POPULACAO
INICIAL . .

Individuo 30 | | LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGV

—

Populagdo de tamanho 30, em que cada individuo corresponde a uma
sequéncia de aminodcidos. Na populacio inicial, todos os individuos sdo
iguais e, conforme o Algoritmo Genético insere os operadores genéticos
a cada geracgdo, a variabilidade € introduzida na populagao.

Fonte: Elaborado pela autora.

3.2.2 Operador de Mutagdo

Mutacdo € a forma de criar e manter diversidade na populacao de forma a experi-
mentar novas solucdes e investigar o espago de busca de maneira nao explorada. O operador de
mutacdo utilizado neste AG modificava um unico individuo, alterando sua sequéncia através da
modificacdo aleatéria de um aminodcido (Figura 9).

A probabilidade de ocorréncia de muta¢do em um individuo, denominada taxa de
mutacdo, foi de 0,016, a fim de criar variabilidade extra na populag¢do sem prejudicar o possivel
progresso obtido em geragdes anteriores.

As mutacdes eram feitas sob as condicdes de que a posi¢do da mutagdo estivesse na
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Figura 9 — Representa¢do do operador de mutacdo utilizado pelo Algoritmo Genético para
geragdo de novas sequéncias desimunizadas de L-asparaginase de Escherichia coli

AG=7,09Kcal/mol

MVGVMRPST

AG =7,35Kcal/mol

A mutagdo ocorre aleatoriamente em qualquer posi¢ao dos
epitopos-alvo para outro aminodcido. Porém, apenas muta-
coes que preservem a estabilidade da proteina serdo mantidas
como possiveis candidatos para compor a proxima geragao.

Fonte: Elaborado pela autora.

lista de posi¢des imunogénicas (Secdo 3.1.1, Tabela 5) e que o aminoécido inserido nessa posi¢ao
ndo prejudicasse a estabilidade da proteina nem gerasse novos epitopos. Dentre as posi¢cdes que
compdem os epitopos da L-asparaginase, uma era escolhida aleatoriamente. Todos os residuos,
com excec¢do da Prolina, eram testados para substitui¢do na posicao escolhida e, dentre os que
ndo gerassem novos epitopos e ndo prejudicassem a estabilidade da proteina (Secdo 3.2.4), um
era escolhido aleatoriamente para ser o substituto.

Devido ao fato da Prolina possuir uma cadeia lateral fechada que a impede de realizar
ligacdes de hidrogénio com outro aminoécido, Prolinas j existentes ndo foram mutadas, assim

como nenhum residuo foi mutado para Prolina.
3.2.3 Operador de Recombinagdo

O operador de recombinacgio cria novos individuos através da combinacao de re-
siduos de individuos parentais, permitindo a troca de informacgao entre solucdes candidatas
diferentes.

O operador de recombinacao empregado foi o de recombina¢do de um ponto, em que
apenas um residuo da sequéncia era trocado. Para a aplicacdo deste operador, eram selecionados
dois individuos-pais (Secdo 3.2.3.1) e a partir de suas sequéncias eram gerados dois novos
individuos-filhos. Para gerar os filhos, o algoritmo selecionava um ponto de corte aleatoriamente
nas sequéncias dos pais, e os aminodcidos presentes nesta posi¢ao eram trocados (Figura 10). A

taxa de recombinacdo, que indica a probabilidade de recombinagao nos individuos, foi de 0,032.
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Figura 10 — Representacdo do operador de recombinacao utilizado pelo Algoritmo Genético
para geracdo de novas sequéncias desimunizadas de L-asparaginase de Escherichia
coli

INDIVIDUOS PARENTAIS INDIVIDUOS GERADOS

A . A’ L ]
RECOMBINACAO
B B' "]

O operador de recombinacdo comega com a selecdo de dois individuos A e B da populacgio,
denominados parentais. Uma posicdo da sequéncia € escolhida aleatoriamente e os residuos
correspondentes a essa posi¢cao sdo trocados resultando em dois novos individuos, chamados
filhos.

Fonte: Elaborado pela autora.

3.2.3.1 Selecdo Parental

Para a obtencao de filhos mais adaptados, era favoravel que os pais também pos-
suissem melhores valores de aptidao. De forma a favorecer a selecao de individuos com menor
imunogenicidade para serem selecionados pelo operador de recombinagdo, utilizou-se um mé-
todo denominado roleta. Dessa forma, os individuos mais adaptados apresentavam maiores
probabilidades de serem selecionados como parentais. Portanto, quanto menor a imunogenici-
dade de um mutante, maiores as suas chances de ser selecionado para ser submetido ao operador

de recombinacao (Figura 11).
3.2.4 Funcoes de Restricdo
3.2.4.1 Estabilidade Estrutural

Cada aplicagao dos operadores de mutacdo (Se¢do 3.2.2) e recombinacgdo (Se¢ao
3.2.3) alterava a sequéncia de residuos que compdem a proteina, o que potencialmente compro-
meteria sua conformacao original. Embora o intuito da aplicagdo do Algoritmo Genético fosse a
obtencdo de sequéncias de menor imunogenicidade, um mutante de baixa imunogenicidade nao
seria relevante se sua estabilidade termodinamica fosse menor que a da proteina original. De
forma a garantir a estabilidade termodinamica de cada novo individuo gerado, foi introduzido
um critério que limitou a busca a sequéncias cuja estabilidade estrutural fossem préximas as da
proteina selvagem.

Para a verificacdo da estabilidade proteica foi utilizado o software FoldX (Apéndice
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Figura 11 — Representacao do método de selecao de individuos parentais para recombinacao
utilizado pelo Algoritmo Genético para geracdo de novas sequéncias desimunizadas
de L-asparaginase de Escherichia coli

=A 22%

3,20

mB 3,80 16%
mC 3,40 20%
D 2,10 33%
BE 4,50 9%
TOTAL: 100%

Representagdo da roleta (esquerda) indicando a probabilidade inversamente proporci-
onal ao escore de imunogenicidade (direita) de que o individuo seja escolhido como
um parental para recombinagdo.

Fonte: Elaborado pela autora.

A) para cdlculo da energia livre do enovelamento AG a partir da estrutura da proteina selvagem.
A cada alteragcdo de um individuo, o AG de sua estrutura era calculado pelo FoldX e comparado
com o AG da estrutura selvagem. Para avaliar o efeito da mutac@o sobre a estabilidade da
proteina, utilizou-se a diferenga entre os valores de energia livre do individuo mutante com o

selvagem, conforme a Equacdo 3.1:

AAG = AGuutante — AGselvagem (3.1)

A estrutura tercidria de cada mutante gerado era avaliada em fun¢do de sua energia
livre AG, calculada utilizando o campo de for¢as empirico FoldX, a fim de verificar a viabilidade
das mutagdes propostas em relacdo a estabilidade proteica. Mutagdes que apresentassem |[AAG| <

0, 5kcal /mol eram estéveis e, portanto, consideradas vidveis (CAPRIOTTI er al., 2008).
3.2.4.2 Criagdo de Novos Epitopos

A cada operagdo de mutag@o ou recombinacdo realizada, o algoritmo verificava se
havia reducdo da imunogenicidade do epitopo em questdo. Entretanto, por tratar-se de uma

sequéncia de nonameros sobrepostos contiguos, cada alteragdo que gerava reducdo do escore de
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imunogenicidade em uma regido poderia resultar em um efeito colateral de criagdo epitopos em
um trecho diferente da sequéncia.

Concretamente, para uma determinada mutacio ou recombinagdo realizada na posi-
¢do x, avaliava-se o efeito em toda a janela de peptideos delimitada por x — 8 a x + 8 residuos
(Figura 12). A partir do ponto onde o novo residuo havia sido inserido na sequéncia, o algoritmo
percorria uma janela de posicdes de x —8 a x+ 8 a fim de verificar se a alteracdo proposta
implicaria na gera¢do de um novo epitopo.

Considerava-se que um epitopo novo havia sido criado se o escore TEPITOPE
correspondente a qualquer um dos nonameros entre x — 8 a x + 8 fosse maior que o original. Caso

um novo epitopo tivesse sido criado, o individuo que apresentava esta alteracdo era descartado

do conjunto de solucdes possiveis.

Figura 12 — Fungdo de restri¢do que verifica a criacdo de novos epitopos gerados pela alteragdao
em uma regido dos epitopos de L-asparaginase de Escherichia coli
REGIAO DO EPITOPO ALVO DE MUTAGENESE

1 sequenca I |

L PNITODTLATGYTETIA AGSE GG GTDT RS K
7 MUTAGAO l
L PNI1TTODTLATG.]Y . I A G G G DR S K
. JANELA DE ALCANCE
2 VERlFlCAQRO DE 1
NOVOSERITOPOS | p N{1 T D L A T G Y(DXI A G G G D R S K
X-8 X E
L PNIT!TDLATG]Y ‘ 1'A 6 6 6 D R S K
X-7 X
L PN T TODLATGY ' I A G G G D R S K
E X X+8

Fonte: Elaborado pela autora.

3.2.5 Funcgdo de Aptidao

A cada individuo associava-se um valor denominado funcao de aptidao que indicava
0 qudo adequado um individuo era para solucionar do problema. A func¢do de aptidao foi,

portanto, o critério que determinou a qualidade de um individuo frente aos demais da populagao,

permitindo encontrar as melhores solugdes.
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Os valores de imunogenicidade obtidos através do TEPITOPE foram usados como
Funcao de Aptidao. O escore de cada aminoécido do epitopo foi dado pelo valor de sua entrada na
matriz de cada um dos HLAs escolhidos (Secdo 3.1.2). O escore de cada epitopo foi, por sua vez,
o valor da soma das contribui¢des individuais de cada aminoécido, enquanto a imunogenicidade
total da proteina selvagem correspondeu a soma dos escores dos epitopos. Caso um aminoacido
estivesse em regides de sobreposi¢des entre epitopos, os valores dos escores dos dois epitopos
seriam somados.

Neste AG, uma solugdo era considerada apta se apresentasse imunogenicidade menor
que a dos demais individuos da geracdo correspondente. Ao longo do tempo evolutivo, o valor de

imunogenicidade era reduzido até chegar a uma solucao 6tima de imunogenicidade igual a zero.
3.2.6 Substituicao Parental

A cada geracao, x novos individuos eram gerados gracas a aplicacdo dos operador
de mutac¢do (capaz de gerar um novo individuo) e recombinacdo (capaz de gerar até 2 novos
individuos), e eram avaliados com relacdo aos seus respectivos valores de aptidao (Se¢do 3.2.5).

Para cada um dos novos individuos, o escore TEPITOPE foi avaliado frente aos
valores dos demais presentes na populacdo. Caso o valor do escore TEPITOPE do novo individuo
i fosse menor do que o de algum individuo pré-existente p na populacao, o individuo p seria
substituido pelo novo individuo i.

A substitui¢do parental foi utilizada como critério de parada do algoritmo: caso uma
geragdo se passasse sem que houvesse nenhuma mutagdo estavel possivel, ou seja, se nenhum

individuo melhor fosse gerado, considerava-se que houve convergéncia da populacao.

3.2.7 Fluxograma do Algoritmo Genético

O Algoritmo Genético teve inicio com uma populacgao inicial N de 30 individuos
iguais que correspondiam a sequéncia de L-asparaginase de E. coli. Um dos operadores genéticos
(mutacdo ou recombinagdo) era selecionado aleatoriamente e aplicado. Na muta¢do, apenas um
individuo era sorteado e um aminoécido da regido dos epitopos mutado. Na recombinagdo, dois
individuos eram selecionados pelo AG via roleta e a escolha do ponto de corte a partir do qual as
sequéncias seriam trocadas era aleatodria.

Os novos individuos eram verificados pela fungdo de restri¢do, que permitia que

apenas individuos com |[AAG| < 0,5kcal /mol fossem mantidos para substituicdo de seus pa-
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Figura 13 — Fluxograma de Operagdo do Algoritmo Genético para obtencdo de sequéncias
desimunizadas de L-asparaginase de Escherichia coli

. - RETORNAAQ . FIMDO
POPULACAO N . INiCIO ALGORITMO
\ 4 A A
SORTEIO DO OPERADOR NAO SIM
\ 4 \ 4 A A
- - ATENDEU O CRITERIO
MUTAGAO RECOMBINACAO DE PARADA?
v A
SUBSTITUICAO ' POPULACAON+1 . FIMDAGERACAO

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 7 — Resumo dos parametros utilizados no Algoritmo Genético para obtencdo de sequén-

cias desimunizadas de L-asparaginase de Escherichia coli

Parametro Valor
Otimizagao Reducao da Imunogenicidade
Individuo Sequéncia da L-asparaginase

Tamanho da Populagdo

N =30

Populacio Inicial

N cépias de individuos

Operador de Mutacdo 1 Ponto
Taxa de Mutacao 0,016
Operador de Recombinacdo 1 Ponto
Taxa de Recombinacgdo 0,032
Selecao Parental Roleta

Substitui¢do Parental

Substitui¢do do pior individuo

Critério de Parada

Geragdo sem mutagdes estaveis possiveis

Funcao de Aptidao

Escore TEPITOPE

Funcio de Restri¢do

AAG < |0,5|kcal /mol; Ndo-criagdo de novos epitopos

Fonte: Elaborado pela autora.



52

rentais na populacdo N + /. Individuos de imunogenicidade menor que a dos parentais eram
selecionados para compor a geragdo seguinte, substituindo os piores individuos da populacao.
Dessa forma, a cada nova geracao, individuos menos aptos eram substituidos por aqueles com
melhor aptiddo. O algoritmo foi encerrado quando ndo houve mais nenhuma mutagdo estdvel
possivel (Figura 13). Para obtencdao de um maior nimero de sequéncias desimunizadas, o
algoritmo foi aplicado 30 vezes seguindo os mesmos parametros citados. Os individuos obtidos
em cada aplicacdo representaram o conjunto total de solucdes obtidas pelo AG seguindo os

parametros aplicados, resumidos na Tabela 7.

3.3 Analise e Selecao dos Mutantes Obtidos

3.3.1 Fronteira de Pareto

A fronteira de Pareto foi utilizada como uma ferramenta tiatica que permitiu a
completa compreensao situacional das vantagens e desvantagens entre a quantidade de mutagdes
e os diferentes niveis de diminui¢do da imunogenicidade que estas acarretaram.

Os objetivos considerados para esta andlise foram a maior reducido da imunogenici-
dade com o menor nimero de mutagdes. Para que ambos objetivos fossem atendidos igualmente
dentro do conjunto de solucdes propostas pelo Algoritmo Genético, todas as sequéncias mu-
tantes obtidas foram analisadas segundo a Pareto-dominéncia. As sequéncias eficientes foram
as que apresentaram a menor imunogenicidade possivel dentro do menor nimero de mutagdes,
formando o conjunto Pareto-6timo de mutantes gerados. Os individuos que representaram
o conjunto Pareto-6timo foram plotados em um grafico indicando a Fronteira de Pareto das

sequéncias obtidas pelo Algoritmo Genético.

3.3.2 Avaliagado da Similaridade de Sequéncia

Para verificar as variagdes causadas nas sequéncias mutantes produzidas quando
comparadas a proteina selvagem, foram usados os valores da matriz BLOSUMS62 (Tabela 8), que
revela uma semelhanca estatisticamente significativa entre as proteinas analisadas (HENIKOFF;
HENIKOFF, 1992). Informagdes adicionais sobre a matriz foram descritas no Apéndice B.

As proteinas mutantes obtidas pelo Algoritmo Genético foram avaliadas em sua
similaridade de sequéncia com a L-asparaginase de Escherichia coli selvagem, de acordo com

os valores da BLOSUMG62 (Tabela 8) a fim de comparar o grau de identidade das sequéncias
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Tabela 8 — Matriz de Pontuacaio BLOSUMS62 utilizada para avaliar a diferenca entre as sequén-
cias de L-asparaginase de Escherichia coli selvagem e as sequéncias mutantes pro-
postas pelo Algoritmo Genético

A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V
Al4 -1 2 2 0 -1 -1 0 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1 o 3 -2 0
R|-1 5 o -2 -3 1 o -2 o0 3 -2 2 -1 3 -2 -1 -1 -3 -2 3
N|-2 0 6 1 -3 0 0 0 1P 3 3 0 -2 -3 -2 1 o -4 -2 3
D|-2 -2 1 6 -3 0 2 -1 -1 -3 4 -1 -3 -3 -l o -1 -4 -3 3
C o 3 3 3 9 3 4 3 3 -1 -1 3 -1 -2 -3 -1 -1 -2 -2 -l
Q | -1 1 0 o -3 5 2 2 0 -3 -2 1 o -3 -1 0 -1 -2 -1 -2
E|-1 O 0 2 4 2 5 2 o0 3 3 1 -2 3 -1 0 -1 -3 -2 -2
G o -2 o0 -1 3 -2 2 6 2 4 4 2 3 3 2 0 -2 -2 3 3
H|-2 0 1 -1 -3 0 o -2 8 3 3 -1 -2 -1 -2 -1 -2 -2 2 3
I -3 3 3 -1 3 3 4 -3 4 2 -3 1 o 3 -2 -1 -3 -1 3
(-1 2 3 4 -1 -2 3 -4 3 2 4 2 2 o -3 -2 -1 -2 -1 1
K | -1 2 o -1 -3 1 1 2 -1 3 -2 5 -1 -3 - o -1 3 -2 -2
M|(-1 -1 2 3 -1 0 -2 -3 -2 1 -1 5 o -2 -1 -1 -1 -1 1
F|-2 3 3 3 2 3 3 3 -1 0 0o -3 0 6 -4 -2 -2 1 3 -1
p{-1 2 -2 -1 3 -1 -1 -2 -2 3 3 -1 2 4 7 -1 -1 -4 -3 -2
S -1 1 0o -1 0 0 o -1 -2 -2 0 -1 -2 -1 4 1 302 2
T 0 -1 o -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -l 1 5 2 -2 0
w3 3 4 4 2 2 3 2 2 3 -2 3 -1 1 -4 -3 2 11 2 3
Y2 -2 -2 3 -2 -1 -2 3 2 -1 -1 -2 -1 3 -3 -2 -2 2 7 -1
v o 3 3 3 -1 -2 -2 -3 -3 3 1 2 1 12 2 0 -3 -1 4

Fonte: Henikoff e Henikoff (1992).

mutantes obtidas com a proteina original. Os valores obtidos através da matriz de substituicao
associados as sequéncias mutantes produzidas foram plotados em um gréfico para analisar o

decaimento da similaridade de sequéncia de acordo com a reducao da imunogenicidade.

3.3.3 Avaliagao da Variacdo Estrutural

Mutagdes pontuais podem alterar de maneira significativa a estrutura conformacional
de uma proteina, o que pode resultar no comprometimento de sua funcdo (SCHAEFER; ROST,
2012). A métrica mais comumente usada para avaliacdo da diferenca estrutural entre proteinas
€ 0 Root-Mean-Square Deviation (RMSD) ou desvio quadratico médio das posi¢gdes atdomicas,
que corresponde a medida da distancia média entre os 4tomos da cadeia principal de proteinas
sobrepostas.

O RMSD calcula a raiz quadratica média da distancia entre os residuos correspon-
dentes ap6s o alinhamento entre duas proteinas (PETROVA, 2009), conforme a Equacdo 3.2, em

que a média é realizada sobre os n pares de dtomos correspondentes e d; € a distancia entre os
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dois 4tomos no i-€simo par entre as estruturas a e b:

n

LY d(asbiy? (3:2)

i3

Valores de RMSD que variam entre de 0 a 1,2 A correspondem a flexibilidade
inerente a proteina, ao passo que valores de RSMD maiores que 4 A representam proteinas com
homologia distante (KUFAREVA; ABAGYAN, 2011). Portanto, ao comparar a estrutura de
L-asparaginase de Escherichia coli selvagem com as estruturas mutantes produzidas pelo AG,
valores de RMSD menores do que 1,2 A foram utilizados como parametro para indicar mutacoes
que ndo impactam a conformacao estrutural, enquanto valores maiores que 1,2 A indicam que as
mutagdes alteraram a estrutura tridimensional localmente.

Para verificar se as mutagdes propostas pelo AG nos melhores mutantes levaram a
mudangas conformacionais da proteina, o calculo do RMSD foi realizado através do programa
Pymol, utilizando-se a estrutura de PDB da L-asparaginase de Escherichia coli selvagem e os

PDBs das estruturas mutantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Secdo 4.1 descreve os resultados dos escores de imunogenicidade calculados para
cada um dos epitopos e analisa a contribui¢do individual dos aminodcidos associada as posi¢oes
da fenda de ligacdo de MHC II para a imunogenicidade da proteina. A Secdo 4.2 indica os
resultados da desimunizagao, apresentando a populacdo de mutantes obtida pelo Algoritmo
Genético e o padrao de reducdo da imunogenicidade. A Se¢do 4.3 detalha os melhores mutantes

escolhidos e analisa suas caracteristicas estruturais.

4.1 Determinacao da Imunogenicidade de Epitopos Lineares

Os escores de imunogenicidade dos epitopos M1, V112 ¢ V217 de L-asparaginase
de Escherichia coli sao mostrados na Tabela 9, assim como a imunogenicidade total da proteina
selvagem, resultante da soma dos escores de seus epitopos.

Tabela 9 — Escores de imunogenicidade calculados para os epitopos de L-asparaginase de
Escherichia coli

Epitopo Posicao Sequéncia Alelo Escore
HLA-DRB1*#1501 3.4
M"Y 111-119  MVGAMRPST  HLA-DRB1#1302 1,3
HLA-DRB1*0701 0,4
HLA-DRB5*0101 1,9
vI2 112120  VGAMRPSTS HLA-DRB1*1501 1,3
HLA-DRB1*#1302 1,0
HLA-DRB1*0401 0,9
v217 217-225 VYNYANASD HLA-DRBI1*1501 2,7

Imunogenicidade Total 12,9

Fonte: Elaborado pela autora.

O epitopo M'!! apresentou afinidade por trés alelos, resultando em uma contribuigo
igual a 5,1 para o escore de imunogenicidade da protefna. O epitopo V!!2, diferentemente,
apresentou afinidade por quatro alelos e contribuiu com o mesmo escore de imunogenicidade do
epitopo M1 O epitopo V?!7 apresentou afinidade por apenas um alelo, com escore igual a 2,7,

que junto com a contribui¢cdo dos demais epitopos, resultou em uma imunogenicidade total de
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12,9 para a L-asparaginase de E. coli (Tabela 9). O valor de imunogenicidade calculado para a
L-asparaginase correspondeu a um escore tedrico, servindo somente como valor comparativo
diante das estratégias de desimunizacdo, que objetivaram a reduc@o do escore imunogénico.
Foi feita uma andlise dos aminodcidos que mais contribuiram para a imunogenicidade
da proteina de acordo com a posi¢cdo que ocuparam na fenda de ligacdo a MHC II, revelando que
as posicOes que apresentaram os maiores escores foram P2, P4, P6 e P9 (Figura 14). Em estudos
anteriores, as posi¢oes P4, P6 e P9 foram associadas as maiores contribui¢des para a afinidade a
molécula de MHC II JARDETZKY et al., 1990; O’SULLIVAN et al., 1991; HAMMER et al.,
1994; HILL et al., 1994; DAVENPORT et al., 1995), sendo chamadas de ancoras secundarias, que
ocupam bolsas rasas na molécula de MHC II (MADDEN, 1995; FREMONT et al., 1996). Sao
consideradas secunddrias porque qualquer uma delas pode ser substituida sem necessariamente
haver perda completa da afinidade de ligacio (CHELVANAYAGAM, 1997). Os aminodcidos
que se ligam a posicdes de ancoragem secunddrias contribuem de maneira mais significativa para

a afinidade de ligagcdo dos peptideos, modulando a intensidade da afinidade.

Figura 14 — Contribui¢des para a afinidade de ligacao de epitopos de L-asparaginase de E. coli
associadas a cada posi¢do da fenda de MHC II

10,0

9.2
9,0
8,0
% 6.9
g 70
5
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@]
5 50
E )
[}
S 40 34
g 2.9
2 30
20 11
1,0 0,6
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Posigéo correspondente & fenda de ligagdo ao MHC II

Fonte: Elaborado pela autora.

As posig¢des de ancoragem podem refletir dois efeitos principais distintos relaciona-

dos a (i) aminoécidos que refletem restri¢des estéricas ou (ii) contribui¢do dos aminodcidos para
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a afinidade de ligacdo do peptideo (HAMMER et al., 1994). O aminodcido que se localiza na
posicao P1 do peptideo reflete restri¢des estéricas, o que torna a P1 uma posi¢cao de importancia
primdria para a avaliacdo da ligagdo entre o MHC e o epitopo (CHELVANAYAGAM, 1997).
Todas as sequéncias que se ligam a HLA-DR apresentam um residuo aromatico-hidrofébico na
posicdo P1, cuja troca por aminodcido de outra natureza leva a perda completa da afinidade de
ligacdo do peptideo a qualquer um dos HLA-DR (Tabelas 10, 11, 12, 13, 14, 15). A importancia
da posi¢do P1 foi apontada em diversos estudos (JARDETZKY et al., 1990; HILL et al., 1991;
O’SULLIVAN et al., 1991) e indica que a ancora P1 se encaixa no fenda hidrofébica identificada
do sitio de ligacio DR (BROWN et al., 1993). Apesar de sua contribui¢do primdria, a presenca
de aminodcidos aromaéticos ou hidrofébicos em P1 € necesséria, mas ndo suficiente para garantir
a interagdo com 0 MHC (FREMONT et al., 1996).

Os aminodcidos correspondentes 2 ancora P1 permitiram que os epitopos M1, 112
e V217 se ligassem a fenda de MHC 11 porque nio refletiam restricdes estéricas. No entanto, esses
mesmos residuos ndo apresentaram contribui¢do alguma para a imunogenicidade dos epitopos
(Figura 14).

E interessante observar que a posicio P2, que apresentou a maior contribuicio
para a imunogenicidade dos epitopos de L-asparaginase, ndo foi relatada como uma ancora
secunddria em estudos sobre o padrao de ligacdo de peptideos a MHC II. Analisando a natureza
dos aminodcidos que ocupam a posicdo P2 nos epitopos M1, V112 ¢ V217 temos que todos
se enquadram na categoria de residuo aromatico ou hidrofébico, que € o requisito de ligacao a
P1. Pode-se associar essa contribuicao maior para a afinidade de ligacao ao efeito hidrofébico
causado pela sinergia das interacdes dos residuos que ocupam P1 e P2, uma interacdo que gera
grande estabilidade em proteinas (MOTIEJUNAS; WADE, 2007; SCHAEFFER, 2008).

Virios estudos independentes apontaram para um padrao de ligacdo comum a todos
os HLA-DR denominado motivo P1-P6, que aponta o papel crucial para a ligagdo a alelos do tipo
HLA-DR de um grande residuo aromético ou hidrofébico (F, W, Y, L, I, V, ou M) na posicao P1,
e de residuos curtos e/ou hidrofébicos (S, T, C, A, P, V, I, L ou M) na posicao P6 (O’SULLIVAN
etal., 1991; HAMMER et al., 1993; SETTE et al., 1993; HAMMER et al., 1994; HAMMER et
al., 1994; HILL et al., 1994, MARSHALL et al., 1995). Residuos com cadeia lateral maior na
posicdo P6 diminuem a afinidade de ligacdo, sugerindo restricdes estéricas nesta regido do sitio
de ligacdo (HAMMER et al., 1993).

Nao ha preferéncias listadas para as posicdes P5 e P8, confirmando com as posi¢des
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que geralmente se projetam para a direcdo oposta a fenda de ligacdo (STERN et al., 1994;
GHOSH et al., 1995; FREMONT et al., 1996). Além disto, a regido correspondente a P8 nao
apresenta muitos polimorfismos, o que reforca o fato de que esse sitio interage principalmente
com 0 TCR (GARBOCZI et al., 1996). O alto valor de polimorfismo da posicao P5 estd associado
a necessidade de permitir pequenas mudancas conformacionais da cadeia lateral e flexibilidade
da cadeia principal nas posi¢des ancora P4 e P6 (FREMONT et al., 1996) e reconhecimento por
TCR (REAY et al., 1994; SCHILD et al., 1995). Similarmente, a regido da posicao P7 também
¢ bastante diversa e mutagdes nesta regidao também podem afetar o reconhecimento por TCR
(HSU et al., 1995; EVAVOLD et al., 1993; SPAIN J L JORGENSEN; BERG, 1994).

Apesar de os alelos de HLA-DR apresentarem, em geral, um padrdo de ligagcdo a
peptideos semelhante, existem algumas caracteristicas estruturais na fenda de ligacao de cada
um deles que lhes sdo especificas, resultando em preferéncias de ligacdo distintas.

O alelo DRB1*1501 demonstrou alta afinidade por todos epitopos de L-asparaginase
de E. coli, sendo o responsdvel pelo maior escore de imunogenicidade dentre todos os complexos
epitopo-HLA. Além disso, o alelo DRB1#1501 foi o tinico que apresentou afinidade pelo epitopo
V217

Os resultados mostraram que apenas 1 ou 2 residuos de cada epitopo apresentaram
contribuicdes negativas para a afinidade de ligag@o ao alelo DRB1*1501 (Tabela 10). Do total de
21 residuos relevantes para a ligacao peptideo-MHC, apenas 4 representam valores negativos
para a afinidade, sendo que 3 se encontram na posi¢do de ancoragem secundaria P9 e 1 na
posicdo P6 (Tabela 10). Isso estd de acordo com o padrdo de ligacao reportado para o alelo
HLA-DRB1*1501, que revela grande promiscuidade nas posi¢do de ancoragem P1, P4, P6 e P9
onde multiplos aminoécidos foram observados com valores similares de afinidade (NIELSEN et
al., 2010).

O alelo DRB5%0101 apresentou afinidade alta e especifica pelo epitopo V12, repre-
sentando o terceiro maior escore de imunogenicidade obtido dentre os demais epitopos (Tabela
9). A maior contribui¢io para a imunogenicidade do epitopo V!!2 em ligacio a DRB5*0101
correspondeu 2 Met em P4, acompanhada da Ser em P9 (Tabela 11). Os epitopos M'!! e V217
apresentaram contribuicdes negativas ou nulas nas principais posi¢des de ancoragem deste alelo,
P1, P4, P6 e P9, e por isso ndo demonstraram afinidade pelo alelo DRB5*0101, ao contrario do
epitopo V12, que apresentou aminoécidos favoraveis a ligagio a0 MHC nessas posicdes, que

foram reportados em estudos anteriores (SOUTHWOOD et al., 1998; SCHOLZ et al., 2017).
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Tabela 10 — Contribuicio dos aminodcidos para a afinidade de ligacdo dos epitopos M1, V112
e V27 com o alelo HLA-DRB1*1501

M yl2 y217
Posicdo na fenda de MHCII AA Cont. Ind. AA Cont. Ind. AA Cont. Ind.
P1 M 0,0 \Y% 0,0 \Y% 0,0
P2 \Y% 2,1 G 0,5 Y 0,9
P3 G 0,2 A 0,0 N 0,5
P4 A 0,0 M 1,0 Y 2,5
P5 M - R - A -
P6 R 1,0 P -0,2 N 0,7
P7 p 0,3 S 0,3 A 0,0
P8 S - T - S -
P9 T -0,2 S -0,3 D -1,9
Contribuicao Total 34 1,3 2,7

AA: aminodcido. Cont. Ind.: Contribui¢do Individual.
Fonte: Elaborado pela autora.

O padrao de ligacdo ao alelo DRB5*0101 sugere que a posi¢cao P1 se liga preferencialmente
a residuos aromaéticos grandes, P4 a residuos alifaticos menores e P6 a residuos polares ou de
cadeia lateral reduzida, ao passo que a posi¢dao P7 ndo revelou preferéncias, diferente de P8
e P9 que preferem residuos positivamente carregados e aminoacidos bdsicos, respectivamente
(SOUTHWOQOD et al., 1998; SCHOLZ et al., 2017).

O alelo DRB1%¥1302 demonstrou afinidade pelos epitopos M!!! e V112, represen-
tando a segunda maior contribui¢cdo por alelo para a imunogenicidade de L-asparaginase. A
afinidade por este alelo se deve principalmente ao epitopo M'!!, atribuindo as maiores contribui-
cOes a Val em P2 e a Arg em P6 (Tabela 12). A maior contribui¢@o para a afinidade apresentada
pelo epitopo V!12 ndo pode ser atribuida a um aminoécido especifico, mas a uma soma de
pequenas contribui¢des individuais (Gly em P2, Met em P4 e Pro em P6) que resultaram em um
escore positivo e préximo do escore de imunogenicidade do epitopo M!!!, indicando afinidades
semelhantes por DRB1*1302.

Motivos de ligacdo para DRB1*1302 foram relatados em trés estudos diferentes
(BOITEL et al., 1995; DAVENPORT et al., 1995; DAVENPORT et al., 1996) apresentando

resultados similares entre si, com exce¢do das preferéncias em P9. Assim como em todos os
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Tabela 11 — Contribuicio dos aminodcidos para a afinidade de ligacdo dos epitopos M1, V112
e V27 com o alelo HLA-DRB5*0101

Ml yl2 y217

Posicdo na fenda de MHCII AA Cont. Ind. AA Cont. Ind. AA Cont. Ind.
P1 M -1,0 \Y -1,0 \Y -1,0
P2 \Y% 2,1 G 0,5 Y 0,9
P3 G 0,2 A 0,0 N 0,5
P4 A 0,0 M 1,7 Y -0,6
P5 M - R - A -
P6 R -1,3 P 0,2 N -1,3
P7 P -0,6 S -0,2 A 0,0
P8 S - T - S -
P9 T -0,2 S 0,7 D -1,5

Contribuicao Total -0,8 1,9 -3,0

AA: aminodcido. Cont. Ind.: Contribui¢do Individual.
Fonte: Elaborado pela autora.

HLA-DR, peptideos que se ligaram ao DRB1*1302 apresentaram aminodcidos aromaticos ou
hidrofébicos na posi¢ao P1, onde foi constatada interacdo com a fenda hidrofébica da molécula
de HLA-DR (BROWN et al., 1993), aromaticos ou hidrofébicos em P4, Tyr (DAVENPORT et
al., 1995), Gly ou Ala (BOITEL et al., 1995) e aminodcidos polares ou positivamente carregados
em P9 (DAVENPORT et al., 1996).

O alelo HLA-DRB1*0401 demonstrou afinidade apenas pelo epitopo V12, que nio
apresentou nenhum aminoécido com contribui¢do significativa para a imunogenicidade (Tabela
13).

O alelo DRB1*#0401 se liga a peptideos caracterizados por um residuo de cadeia
lateral aromética ou hidrofébica na posi¢do P1 e um residuo de cadeia lateral pequena ndo-
carregada na posicdo P6 (HAMMER et al., 1993; O’SULLIVAN et al., 1991). Os epitopos M 1
V112 ¢ V217 possuem um aminodcido de cadeia lateral hidrofébica (M e V) na posi¢io P1 em
comum. Contudo, somente o epitopo V12, tinico que demonstrou afinidade pelo alelo 0401,
apresenta também um aminodcido ndo-carregado na posi¢ao P6 (P) (Tabela 13).

Embora o padrao das posicoes P1 e P6 fosse necessdrio para a ligacdo entre o

peptideo e DRB1*0401, ele ndo foi suficiente, como relatado por Sette et al. (1993). A maioria
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Tabela 12 — Contribuicdo dos aminodcidos para a afinidade de ligacdo dos epitopos M1, V112
e V27 com o alelo HLA-DRB1*1302

Ml yl2 y217
Posicdo na fenda de MHCII AA Cont. Ind. AA Cont. Ind. AA Cont. Ind.
P1 M -1,0 \Y -1,0 \Y -1,0
P2 \Y% 2,1 G 0,5 Y 0,9
P3 G 0,2 A 0,0 N 0,5
P4 A 0,0 M 0,8 Y 0,4
P5 M - R - A -
P6 R 1,0 P 0,5 N -0,6
P7 P -0,5 S -0,9 A 0,0
P8 S - T - S -
P9 T -0,5 S 1,1 D -0,6
Contribuicao Total 1,3 1,0 -0,4

AA: aminodcido. Cont. Ind.: Contribui¢do Individual.
Fonte: Elaborado pela autora.

dos efeitos secunddrios que contribuiram para a ligacdo de um peptideo ao 0401 foi associada as
ancoras secundarias P4, P7 e P9 (MADDEN, 1995).

E interessante observar que, apesar de M'!! e V112 serem essencialmente parte de
um s6 epitopo maior de 10 aa (111 a 120), eles ndo apresentaram o mesmo grau de afinidade
pelos mesmos alelos. Apesar de haver sobreposi¢do de 8 aa entre os epitopos citados, a soma das
contribui¢des dos aminodcidos nas posi¢des que ocupam foram diferentes, pois, a exemplo da
Arg em P6, um mesmo aa em uma posicao diferente da fenda de ligacdo resultou em um valor
de imunogenicidade bastante distinto.

O alelo DRB1#0701 demonstrou afinidade apenas pelo epitopo M'!!, com o escore
de imunogenicidade mais baixo dentre os observados na Tabela 9. Ao analisar a matriz de
ligacio dos epitopos M'!! e V112 ao alelo DRB1#0701 (Tabela 14), podemos verificar que a Val
na posicio P2 foi a maior responsével pelo escore imunogénico atribuido ao epitopo M'!!, e que
as contribui¢des associadas a P7 ndo foram representativas.

Uma anélise das sequéncias que se ligam a DRB1*0701 revelou que mais de 90%
dos ligantes de alta afinidade apresentavam o motivo P1-P6 e que 99% dos ligantes de alelos DR

também apresentavam este padrao (SOUTHWOOD et al., 1998). As contribui¢Oes secunddrias
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Tabela 13 — Contribuicio dos aminodcidos para a afinidade de ligacdo dos epitopos M1, V112
e V27 com o alelo HLA-DRB1*0401

Ml yl2 y217
Posicdo na fenda de MHCII AA Cont. Ind. AA Cont. Ind. AA Cont. Ind.
P1 M -1,0 \Y -1,0 \Y -1,0
P2 \Y% 2,1 G 0,5 Y 0,9
P3 G 0,2 A 0,0 N 0,5
P4 A 0,0 M 0,9 Y -1,6
P5 M - R - A -
P6 R -2,4 P 0,0 N 1,3
P7 P -0,7 S -0,2 A 0,0
P8 S - T - S -
P9 T -1,2 S 0,7 D -1,7
Contribuicao Total -3,0 0,9 -1,6

AA: aminodcido. Cont. Ind.: Contribui¢do Individual.
Fonte: Elaborado pela autora.

de ligacdo ao alelo DRB1*0701 também se concentraram nas posi¢cdes P4, P7 e P9, sendo que
que a posicao de maior contribui¢do para DRB1*0701 relatada foi a P7 (SOUTHWOOQOD et al.,
1998).

Nenhum dos epitopos considerados apresentou afinidade por HLA-DRB1*0101,
mesmo com padrio de ligacdo semelhante aos demais alelos (Tabela 15). As contribui¢des
individuais dos aminodcidos mostram valores negativos concentrados em P6 para M!!'!, em P1
para V112 e em P4, P6 e P9 para V2!, correspondendo as posicdes de ancoragem primdria e
secunddrias.

Foi relatado um motivo de ligacao P1-P6 bem evidente para o alelo DRB1*0101
(SOUTHWOOD et al., 1998). Em relacdo as demais posi¢Oes de ancoragem secundarias, P4
demonstrou maior afinidade por residuos alifdticos de cadeia lateral média ou residuos polares,
P7 com preferéncia por aminoécidos carregados e P9 maior afinidade por residuos polares de
cadeia lateral reduzida ou alifaticos (JAMES et al., 2010).

Diante desses resultados, os epitopos M e V112 juntos demonstraram afinidade
por 5 alelos diferentes do total de 6 que foram usados neste estudo, sendo considerados, portanto,

promiscuos. Mutacdes nestes epitopos seriam mais abrangentes do que em epitopos ndo-
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Tabela 14 — Contribuicdo dos aminodcidos para a afinidade de ligacdo dos epitopos M1, V112
e V27 com o alelo HLA-DRB1*0701

Ml yl2 y217
Posicdo na fenda de MHCII AA Cont. Ind. AA Cont. Ind. AA Cont. Ind.
P1 M -1,0 \Y -1,0 \Y -1,0
P2 \Y% 2,1 G 0,5 Y 0,9
P3 G 0,2 A 0,0 N 0,5
P4 A 0,0 M -0,4 Y -0,9
P5 M - R - A -
P6 R -1,1 P -0,5 N -0,6
P7 P -0,2 S 0,4 A 0,0
P8 S - T - S -
P9 T 0,4 S -0,3 D -1,2
Contribuicao Total 0,4 -1,3 -2,3

AA: aminodcido. Cont. Ind.: Contribui¢do Individual.
Fonte: Elaborado pela autora.

promiscuos, o que os tornariam mais vantajosos em abordagens de desimunizagdo por mutacao.
Dessa forma, mutagdes pontuais na regiao das posi¢coes 111 a 120 da L-asparaginase de E. coli
sdo promissoras para reduzir a imunogenicidade total da proteina de maneira mais significativa

do que mutacdes na regido das posi¢des 217 a 225.

4.2 Desimunizacao da L-asparaginase de Escherichia coli

Apbs a obtengao do escore imunogénico da proteina selvagem, a sequéncia de L-
asparaginase de Escherichia coli foi submetida a mutagénese através do algoritmo genético,
produzindo 51.224 sequéncias mutantes sem que novos epitopos fossem criados. Dessas, um total
de 953 variantes estaveis (JAAG| < 0,5kcal /mol) e menos imunogénicas foram selecionadas
pelo AG, apresentando entre 1 a 13 mutacgdes por individuo (Figura 15). O algoritmo genético
reduziu o valor da imunogenicidade calculada pelo TEPITOPE por meio da troca de aminodcidos
presentes em epitopos.

A Figura 15 a representa o nimero de individuos desimunizados e estaveis obtidos

apos a aplicacdo do AG. Conforme o esperado, ndao foram observados muitos individuos com
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Tabela 15 — Contribuicio dos aminodcidos para a afinidade de ligacdo dos epitopos M1, V112
e V27 com o alelo HLA-DRB1*0101

Ml yl2 y217
Posicdo na fenda de MHCII AA Cont. Ind. AA Cont. Ind. AA Cont. Ind.
P1 M -1,0 \Y -1,0 \Y -1,0
P2 \Y% 2,1 G 0,5 Y 0,9
P3 G 0,2 A 0,0 N 0,5
P4 A 0,0 M 0,8 Y -1,1
P5 M - R - A -
P6 R -1,8 P -0,2 N -1,1
P7 P 0,1 S -0,2 A 0,0
P8 S - T - S -
P9 T -0,2 S -0,3 D -1,9
Contribuicao Total -0,6 -0,4 -3,7

AA: aminodcido. Cont. Ind.: Contribui¢do Individual.
Fonte: Elaborado pela autora.

apenas 1 mutacdo na populacdo final, porque a aplicacdo de somente 1 mutacdo permite a
desimunizacdo apenas do epitopo V>!7 ou, na melhor hipétese, dos epitopos sobrepostos M!1! e
V112 Isso deixa a imunogenicidade da protefna alta em relaciio aos demais individuos (Figura
15 b), e consequentemente os elimina da populacdo ao longo do tempo evolutivo.

Como se tratam de trés epitopos da L-asparaginase de E. coli: M1, v112 y217,
com uma faixa de sobreposicio de oito residuos entre epitopos M'!! e V112 o que indica que o
minimo de mutacdes esperada para se desimunizar a proteina seriam dois. Aumentar de uma
para duas mutacdes permitiu um aumento em seis vezes no nimero de mutantes na populacio
final (Figura 15 a) e a obtencao de individuos de imunogenicidade aproximadamente 2,5 vezes
menor (Figura 15 b). Como ha sobreposicio de 8 aminoécidos entre os epitopos M!!! e V112 ¢
provavel que uma mutagdo nessa regido seja capaz de reduzir a imunogenicidade de ambos. Ao
aplicar trés mutagdes, as possibilidades de individuos aumentaram em 1/3 e a imunogenicidade
caiu em até 85%.

A faixa de mutacdes que concentrou o maior nimero de variantes foi de cinco a oito
mutacdes (Figura 15 a), somando juntos 540 individuos, mais da metade da populacio obtida

pelo AG. Em contrapartida, a diversidade de valores para a imunogenicidade foi mais extensa
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Figura 15 — Individuos gerados pelo Algoritmo Genético a partir de mutagdes nos epitopos
M1 y112 e y217 de L-asparaginase de E. coli
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nas 2 mutacdes. Individuos com imunogenicidade igual a zero foram primeiramente
obtidos com 8 mutacdes. A partir de 13 mutagdes, todos os individuos apresentaram
imunogenicidade igual a zero.

Fonte: Elaborado pela autora.

em individuos de trés e cinco mutagdes, onde alguns individuos apresentaram imunogenicidade

similar a nativa (12,8) enquanto outros, valores proximos de zero (Figura 15 b). Considerando os
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trés epitopos que foram alvos de mutagénese, foi observado que mesmo com um nimero baixo
de mutacdes por regiao foi possivel alcangar reducdes satisfatérias da imunogenicidade.

Porém, a partir de oito mutagdes, a quantidade de individuos gerados pelo AG foi
reduzida pela metade do valor original. Isso possivelmente ocorreu porque um aumento do
nimero de mutacdes em um espagco proximo na estrutura resulta em alteragcdes na estabilidade
da proteina, reduzindo o nimero de possibilidades de variantes com imunogenicidade menor.
Apesar disso, foi possivel obter individuos com um niimero grande de mutagdes (acima de oito
mutacdes por individuo), sendo que a imunogenicidade se manteve decrescendo continuamente.
O aumento de nove para dez mutacdes permitiu a redu¢do da imunogenicidade pela metade (de
5 para cerca de 2,5 nos piores casos).

As mutacdes inseridas t€ém o potencial de prejudicar a atividade catalitica da L-
asparaginase, podendo resultar em epitopos conformacionais, ou até mesmo no comprometimento
da estabilidade termodinamica de forma niao-contemplada perfeitamente pelo modelo. Por isso,
a partir dos individuos mutantes produzidos pelo AG, foi elaborada a fronteira de Pareto, para
escolher os mutantes que representam o melhor compromisso entre nimero de mutacdes e a

imunogenicidade.

4.3 Analise e Selecao dos Mutantes Obtidos

Dentre as variantes propostas pelo algoritmo, os individuos da fronteira de Pareto
representam, coletivamente, as solu¢des de melhor compromisso entre menor imunogenici-
dade menor nimero de mutagdes (Figura 16). Todos os pontos na fronteira de Pareto sao
qualitativamente equivalentes.

Os individuos que compdem a fronteira de Pareto apresentaram uma reducdo de 59%
na imunogenicidade a partir de duas mutagdes, de 85% a partir de apenas trés mutagdes e de
98,5% a partir de 5 mutagdes. O mutante com 4 mutagdes possui, aproximadamente, a mesma
imunogenicidade que o individuo de 3 mutagdes, e, na pratica ndo pode ser considerado melhor
que o mutante de 3 mutagdes. Logo, os mutantes que apresentaram de 3 a 5 mutagdes foram
selecionados como as opc¢des mais relevantes.

O aumento do nimero de mutagdes na populacdo resulta em melhores valores
de imunogenicidade, pois mais mutagdes implicam em um distanciamento da similaridade
de sequéncia em relacdo a proteina selvagem, permitindo a obten¢ao de peptideos de menor

imunogenicidade nas regides dos epitopos. Entretanto, este distanciamento da similaridade da
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Figura 16 — Fronteira de Pareto dispondo todos os individuos produzidos pelo Algoritmo Gené-
tico
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Cada circulo no grafico corresponde a um individuo produzido pelo Algoritmo Genético. Os
individuos estdo distribuidos de acordo com o nimero de muta¢des que apresentam associado ao
seu escore de imunogenicidade correspondente. A linha tracada em azul representa a Fronteira de
Pareto, onde os individuos representam o melhor compromisso entre 0 menor escore imunogenico
e menor nimero de mutagdes. Portanto, os individuos representados em circulos pretos sio
considerados as melhores solucdes produzidas.

Fonte: Elaborado pela autora.

sequéncia original pode resultar em uma proteina comprometida do ponto de vista estrutural,
funcional, farmacodindmico ou farmacocinético.

Por isso, € interessante que as solucdes apresentadas possuam a menor imunogenici-
dade possivel com o menor nimero possivel de mutagcdes. Obter a menor imunogenicidade com
o menor nimero de mutagdes configura interesses conflitantes porque quanto maior o nimero de
mutacdes, maior o nimero de variantes possiveis. Isso é confirmado pela anélise da populagdo
final, que revela que os individuos de menor imunogenicidade possuem um alto niimero de
mutagdes (Figura 15).

O aumento do nimero de mutagdes implicou no distanciamento da similaridade
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Figura 17 — Decaimento da similaridade de sequéncia em comparagdo a redu¢ao da imunogenici-
dade de mutantes obtidos pelo AG a partir de mutagdes nos epitopos de L-asparinase
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Fonte: Elaborado pela autora.

em relacdo a sequéncia inicial, o que, evidentemente, foi responsdvel pela diminuicdo da
imunogenicidade. Idealmente, as mutacdes inseridas diminuiriam a imunogenicidade mantendo
a sequéncia 0 mais proximo o possivel da original, o que pode ser obtido com a reducao do
nimero de mutacdes ou com a aplicagdo de mutagdes por aminodcidos similares. De forma a
compreender o quanto a similaridade de sequéncia diminui conforme o aumento de mutacdes, o
valores dados pela matriz de similaridade BLOSUMS62 foram comparados com os valores do
TEPITOPE para os individuos da populacgao final (Figura 17).

Observa-se que com o aumento das mutagdes ocorre uma redu¢io da imunogenici-
dade mais rapida do que a reducdio da imunogenicidade para V12 e V217 (Figura 17 b e ¢). Isso
indica que as contribui¢des das mutagdes t€m efeito maior na reducao da imunogenicidade do
que na reduc¢do da similaridade da sequéncia, e que o algoritmo foi capaz de reduzir o potencial
imunogénico com menor impacto na similaridade de sequéncia, possivelmente em fun¢do da

verificacdo do impacto na estabilidade (Secao 3.2.4).
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Como os epitopos M!'!! e V112 apresentam parte de sua sequéncia compartilhada,
mutagdes propostas na regidao de sobreposi¢ao beneficiaram um epitopo em detrimento de outro.
Logo, a similaridade da sequéncia decaiu para os dois peptideos mas isso ndo se refletiu na queda
da imunogenicidade para o epitopo M'!! (Figura 17 a).

Como a andlise feita considera o comportamento dos epitopos separadamente, a dife-
renca de resposta observada entre os epitopos pode ser atribuida ao fato de que as mutagdes feitas
em posi¢des relevantes do epitopo V112 coincidem com posi¢des nulas do M. Adicionalmente,
as posicoes 5 e 8 ndo influenciam a afinidade de ligacdo ao MHC (Secdo 3.1.2). A mutagdo em
P7 de V112 coincide com a mutacdo em P8 de M 111 (analisado adiante, na Secao 4.3.1). Isto €,
M ¢ mutado em uma posi¢io neutra e tem sua similaridade de sequéncia diminuida enquanto

ndo se beneficia do efeito da reducdo da imunogenicidade.
4.3.1 Triplo-Mutante

O melhor triplo mutante obtido apds a andlise da fronteira de Pareto (Se¢do 4.3)
possui alteracdes nos aminodcidos de posicao G-113, S-118 e V-217 (Escore TEPITOPE = 1,9;
IAAGI = 0,45 kcal/mol; RMSD = 0,018).

A posicio G-113 corresponde 2 P3 do epitopo M!'!! e a P2 do epitopo V112, Esta
mutacio permitiu que estes dois epitopos sobrepostos fossem desimunizados. Embora a G-113
possua baixa contribui¢do para a afinidade (0,2 em P3 de M'!! ¢ 0,5 em P2 de V!'?, Tabelas
10 a 15), sua mutacdo para um aminodcido de valor de imunogenicidade negativo permitiu a
reducio do escore dos epitopos sobrepostos de 10,2 para 2,0. Apés a mutagio, o epitopo M'!!
demonstrou afinidade apenas pelo HLA-DRB1*1501, embora reduzida de 3,4 para 1,9, e o
epitopo V112 apresentou afinidade apenas pelo HLA-DRB5*0101, também com reducéo de 1,9
para 0,1. Essa mutacdo representa uma solugdo bastante eficiente porque com a mudanga de
apenas um aminodcido foi possivel reduzir o escore dos epitopos de maior imunogenicidade.

A mutacio proposta no residuo V-217, P1 do epitopo V?!7

, correspondeu a substitui-
¢do de um residuo essencial para a ligacdo a HLAs por um aminoédcido nao-hidrofébico (Escore:
-999), o que exclui completamente a possibilidade de que o epitopo se ligue a molécula de MHC
(Secao 4.1). A mutacdo em V-217 ressalta a importancia do aminodcido em P1, a ancora primaria
cuja mutacdo permite, segundo o critério do TEPITOPE, a desimunizacdo completa do epitopo.

P1 é um Gtimo alvo para mutagdes, mas foi ignorada pelo algoritmo no caso dos epitopos M'!! e

V112 porque resultavam em individuos instaveis (Tabela 16).
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Existe uma diferenca no padrio de mutagdes do epitopo V>!7 em relacdo as dos
epitopos M1 e V112 E evidente que a mutagdo proposta em P1 para V2!7 ndo era possivel para
M e V12 porque elas sdo instdveis, mas este ndo é o tinico fator a ser considerado. V2!7 possui
afinidade apenas pelo HLA-DRB1#1501, enquanto que M''! e V112 apresentam afinidade por
diversos alelos (Tabela 9). Esta afinidade por um niimero maior de alelos impediu a realizacao
de mutacgdes em posi¢des de alto valor de escore mas que atendessem apenas um HLA. Ao invés
disso, foram priorizadas muta¢des em posi¢des que contribuiram com escores baixos para todos
os HLAs e representassem o melhor compromisso para a desimunizagdo da proteina inteira.

Outro fato interessante é de que as matrizes dos alelos considerados neste trabalho
apresentam exatamente os mesmos valores de afinidade correspondentes as posi¢oes P2 e P3.
Uma mutacdo que tenha valor negativo para a afinidade em uma dessas posicdes implica no
mesmo valor negativo para a afinidade por todos os alelos. Mutacdes nessa regido tém o potencial
de diminuir ou extinguir a afinidade dos epitopos por uma grande diversidade de alelos através
de uma mutag@o pontual estratégica, como foi o caso da mutagdo em G-113. Apesar da mutacio
em G-113 permitir a reducdo do escore de 10,2 para 2,0, nenhum individuo da populag@o possui
uma mutagdo nesta posi¢do apenas. A andlise do AG dos mutantes revela porque individuos
com mutacdes apenas em G-113 ndo integram a populagdo: qualquer mutacdo em 113 possui
IAAGI > 0,5, e, portanto, ndo atende ao requisito de estabilidade exigido (Tabela 16). Por se tratar
de uma Gly na posi¢ao 113, aminoédcido de menor cadeia lateral, substitui¢cdes nessa posicao
possivelmente resultam em colisOes estéricas que desestabilizam a proteina.

A mutagio na posicdo S-118 coincide com uma posicdo nula P8 no epitopo M1,
e, portanto, ndo contribui para a redu¢do da imunogenicidade deste epitopo. Ademais, para o
epitopo V112 a redugio foi de apenas 0,1. Em conjunto, seria possivel concluir que a mutagio em
S-118 possui baixa contribui¢do para a desimunizacdo da proteina e hipotetizar que sua presenca
no individuo triplo-mutante se deve a natureza estocastica do algoritmo genético. Entretanto, foi
observado que todos os individuos da populagcdo que apresentavam mutagdes no residuo G-113
continham também a mutac¢do em S-118.

Nos individuos que apresentaram a mutagdes adicional em S-118, o AAG se encon-
trava dentro dos requisitos de estabilidade, o que justifica sua aplica¢do para que o mutante possa
atender aos critérios de reducao da imunogenicidade e manutengao da estabilidade. Conclui-se,
portanto, que a mutagdo em S-118 € uma importante mutacdo "acessoria“"que possui baixa

contribui¢do para a desimunizacdo sozinha, mas permite a obtencdo de variantes de baixa
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Tabela 16 — AAG das mutagdes propostas nos residuos correspondentes as posi¢des 111, 112 e
113 da sequéncia de L-asparaginase de E. coli

IAAGI (kcal/mol)

Mutacdo | Posicao 111 Posicao 112 Posicao 113
A 3,31 1.4 1,03
D 5,18 4,98 1,45
E 4,2 3,52 0,77
F 0,03 0,85 2,35
G 4,72 2,79 0,00
H 3,02 1,11 8,64
I 0,12 0,38 3,09
K 52 3,59 4,85
L 0,45 0,05 2,26
M 0,42 0,17 6,16
N 3,54 3,18 1,55
Q 2,05 2,81 9,58
R 5,52 0,73 9,7
S 4,47 1,71 3,98
T 2,06 1,66 2,99
\Y% 0,16 0,69 2,09
W 1,91 3,59 4,84
Y 1,52 0,6 1,7

Fonte: Elaborado pela autora.

imunogenicidade em G-113.

4.3.2 Quddruplo-Mutantes

Os trés melhores individuos com 4 mutacdes possuem imunogenicidades iguais
(Escore TEPITOPE = 1,9) e foram mutados nas seguintes posi¢oes:
1. G-113, M-115, S-118 e V-217 (IAAGI = 0,49 kcal/mol; RMSD = 0,027)
2. G-113, S-118, V-217 e N-222 (IAAGI = 0,20 kcal/mol; RMSD = 0,045)
3. G-113, S-118, V-217 e S-224 (IAAGI = 0,40 kcal/mol; RMSD = 0,020)

Todos os individuos apresentaram mutacdes nas mesmas posicdes do individuo



72

triplo-mutante (G-113, S-118 e V-217, Secdo 4.3.1), com uma mutagdo adicional em posi¢des
diferentes.

No individuo 1, a nova mutacao foi realizada na posi¢ao 115, que é compartilhada
pelos epitopos M1 e V112 Para o epitopo M1, o residuo 115 corresponde 2 posicio nula P5 e,
portanto, sua mutacdo ndo afeta a imunogenicidade. Similarmente, a mutagdo em M-115 ndo
afeta o escore do epitopo V2 porque as mutacdes em G-113 e S-118 sio suficientes para reduzir
o escore a zero (Se¢do 4.3.1).

Nos individuos representados em 2 e 3, as novas mutagdes também ocorreram em
um epitopo que ja estava totalmente desimunizado (escore TEPITOPE = 0) por tinica mutagao
em V-217. Apesar da mutacdo de Asn em P6 diminuir o escore imunogénico em 5 dos 6 alelos
considerados, ela ndo foi relevante do ponto de vista da imunogenicidade, pois como mencionado
anteriormente (Secdo 4.1), a mutacdo em P1 deste epitopo ja foi suficiente para que ndao houvesse

nenhuma interagdo com os HLAs.
4.3.3 Quintuplo-Mutante

O individuo de 5 mutacdes com melhor imunogenicidade (Escore TEPITOPE = 0,2;
IAAGI = 0,4; RMSD = 0,051) apresenta mutagdes nos residuos G-113, S-118, T-119, V-217 e
N-222.

Essas sdo as mesmas mutacdes do individuo quadruplo-mutante n° 2 (Sec¢ao 4.3.2)
acrescido de uma mutacio no residuo 119, correspondente a P9 do epitopo M!!!, que permitiu
a reducdo do escore da proteina de 1,9 para 0,2. Como se trata da regido de sobreposi¢ao
entre os epitopos M'!! e V112 essa mutagio pode ter efeitos negativos sobre V112. Como a
posicdo 119 coincide com a posi¢io neutra P8 do epitopo V2 e V112 j4 se encontrava totalmente
desimunizado (escore TEPITOPE = 0) pelas mutacoes em G-113 e S-118, a mutacdo em T-119
reduziu em 1,7 a imunogenicidade do epitopo M'!!, mas ndo teve influéncia alguma sobre o
epitopo V112,

Na Secdo 4.3.1 foi apresentado o triplo mutante com as seguintes mutacoes: G-113,
S-118, V-217. Na Secdo 4.3.2, foi apresentado o quiadruplo mutante ao qual a mutacio em 222
foi adicionada sem que houvesse, no entanto, redu¢do na imunogenicidade. O quintuplo mutante
aqui apresentado consiste neste mesmo quadruplo mutante acrescido de uma mutacdo em T-119,
que permitiu a redu¢do da imunogenicidade. Isso motiva a questionar porque o algoritmo reteve

a mutacdo em N-222, que ndo reduz a imunogenicidade, e ndo sugeriu um quadruplo mutante
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com mutacdes em G-113, S-118, T-119 e V-217.

O quéadruplo mutante hipotetizado acima G-113, S-118, T-119 e V-217 foi construido
e teve sua estabilidade calculada. O valor encontrado foi de IAAGI = 0,88 kcal/mol, i.e. fora do
permitido, o que constitui uma estrutura conformacional com estabilidade comprometida. Em
contrapartida, o quintuplo mutante apresenta IAAGI = 0,4 kcal/mol. Dessa forma, conclui-se que
apesar da mutacdao em N-222 ndo apresentar efeito sobre a redu¢do da imunogenicidade, ela se
faz necessaria para que a mutacdo em T-119 possa ser inserida e a proteina se mantenha estavel.

Finalmente, t€ém-se que as mutacdes mais relevantes para a desimunizacao de L-
asparaginase de Escherichia coli foram nos residuos G-113, S-118, T-119 e V-217. As mutacdes
em G-113 e S-118 reduziram o escore imunogénico do epitopo M'!! de 5,1 para 1,9 e desimuni-
zaram completamente o epitopo V!!2. A mutagio em V-217 também eliminou a afinidade do
epitopo V27 por qualquer alelo. A mutacio em T-119 contribuiu, junto com G-113 e S-118, para
a desimunizacio do epitopo M'!!, restando um escore de apenas 0,2, resultando em uma reducio
total da imunogenicidade de 12,7 com apenas 4 mutaces. Apesar da mutacdo em S-118 ter con-
tribuido para a reducdo da imunogenicidade (redugdo de 0,1), seu principal papel foi o de tornar
a mutacdo em G-113 estdvel, resultando na mutacdo que mais desimunizou a L-asparaginase
(reducdo de 8,2). Adicionalmente, a mutagdo em N-222 ndo demonstrou alteracao alguma na
imunogenicidade da proteina, porém permitiu que a mutacdo em T-119 (reducgdo de 1,7) fosse

estavel.
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5 CONCLUSAO

Os escores de imunogenicidade obtidos para epitopos de L-asparaginase de Escheri-
chia coli, utilizando-se alelos de HLA relacionados a resposta imune serviram como referéncia
para a abordagem de desimunizacdo da proteina por mutacgao in silico.

Com base nesses escores, o algoritmo genético utilizado foi eficiente na geracao de
mutantes desimunizados e estruturalmente estaveis, dentre os quais foram observados individuos
contendo entre 3 a 5 mutacdes com reducgdes de 85,3% a 98,5% de imunogenicidade.

Em trabalhos futuros, as mutagdes propostas poderao ser realizadas em laboratodrio,
para valida¢do de sua imunogenicidade in vitro e posterior aplicagdo in vivo. A metodologia
empregada pode ser utilizada para demais sequéncias proteicas, apenas adaptando os parametros

computacionais.
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APENDICE A - TERMOS DE ENERGIA CONSIDERADOS PELO FOLDX

A estabilidade de uma proteina € determinada por um grande nimero de pequenas
energias de interagdo positivas e negativas (DAY, 1996), tais como interagdes hidrofébicas,
ligagcdes de hidrogénio, formacdo de pontes salinas, repulsao eletrostética, ligacdes dissulfeto,
interacdes com componentes do solvente, e outras interagdes de natureza eletrostatica, que sao
resultado de interacdes entre &tomos pertencentes a proteina e entre &tomos da proteina e do
solvente (WANG, 1999). Para a termodinamica, a estabilidade é entendida como a variagdo de
energia livre (AG) resultante do processo de enovelamento (LINDORFF-LARSEN et al., 2003).

O FoldX (SCHYMKOWITZ et al., 2005) € um algoritmo de design de proteinas
que usa um campo de for¢a empirico desenvolvido para a estimativa de mudancas de energia
livre mutacional sobre a estabilidade de uma proteina ou um complexo proteico. A andlise da
estabilidade € feita através de um célculo de energia livre que produz a AG do enovelamento
(em kcal/mol) decomposta nos diferentes termos de energia usados pelo FoldX: ligacdo de
hidrogénio entre os 4tomos da cadeia principal e entre os d&tomos de cadeia lateral, energia dada
pela formacao de pontes dissulfeto, ligacdes especificas entre um fon metélico e 4&tomos polares
ou carregados, contribui¢do eletrostatica devido a inclusdo do dipolo helicoidal, custo de entropia
que surge quando a liberdade rotacional e translacional de duas moléculas de proteina € restrita
em relacdo uma a outra devido a sua ligacdo, além do custo de entropia adicional da formacgao de
complexos causado pela restri¢do conformacional da cadeia principal ou das cadeias laterais.

O algoritmo também calcula penalidades diante da ocorréncia de colisdes estéricas,
que ocorre quando os 4&tomos se interpenetram, ou seja, quando a distancia entre dois dtomos €
menor que a soma de seus raios de Van der Waals, resultando em uma forte interacao repulsiva.
Essas colisoes sdo divididas em choque torsional, que surge quando uma cadeia lateral adota uma
conformagdo que causa uma sobreposi¢do entre seus proprios &tomos ou sua cadeia principal e
colisdes de Van der Waals, que sdo os choques entre dtomos de diferentes residuos.

O FoldX se encontra disponivel para uso publico e possui precisdo similar aos
campos de forga fisica na predicdo de variacOes de energia livre, mas gera resultados com
maior rapidez, ja que a estimativa das contribuicdes entrépicas para as interagdes de proteina é
diretamente derivada da estrutura usando uma abordagem empirica. Por esta razdo, o FoldX foi
utilizado para o cédlculo de AAG apds as mutacdes realizadas pelo algoritmo genético, garantindo

que o mutante fosse tdo estavel quanto a proteina selvagem.
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APENDICE B - MATRIZ DE PONTUACAO BLOSUM62

A matriz BLOSUMG62 foi desenvolvida analisando as frequéncias de substituicdes
de aminodcidos em grupos de proteinas relacionadas, de forma que as sequéncias de aminodci-
dos em cada bloco eram pelo menos 62% idénticas quando duas proteinas estavam alinhadas
(HENIKOFF; HENIKOFF, 1992). As frequéncias de todas as substitui¢des de aminoécidos que
ocorreram nesses blocos conservados de proteinas foram determinadas computacionalmente e
esses dados foram usados para construir a matriz de pontuacio BLOSUMG62 para substituicdes
de aminodcidos.

Para calcular a diferenca estatistica da substituicao do aminodcido i pelo aminodcido
J, a equacdo utilizada é:

1 P;j

Sii=—log
YA P qiq)

onde F;; € a probabilidade da substituicdo dos aminoacidos i e j em proteinas homoélogas, e g; €
g sdo as probabilidades de encontrar os aminodcidos i € j em qualquer sequéncia proteica. O
termo (1 / A) é um fator de escala usado para que a matriz contenha valores inteiros facilmente
computaveis.

BLOSUMS62 € uma matriz triangular, o que significa que pontuagdo atribuida a
substitui¢ado do aminodcido i pelo j € a mesma que a da substituicdo de j por i e os maiores
valores sdo os da diagonal da matriz. No geral, pontuacdes positivas sao menos comuns do que
pontuacdes negativas, sugerindo que a maioria das substitui¢des afeta negativamente a proteina

(MA; WANG, 2014).
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