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RESUMO

A L-asparaginase € uma proteina terapéutica usada no tratamento de leucemia linfobldstica aguda
cuja utilizacdo pode resultar em sua neutralizacdo pelo sistema imune ou mesmo gerar reacoes de
hipersensibilidade. Componentes da imunidade adaptativa como o MHC-II (Complexo Principal
de Histocompatibilidade II) sdo responsdveis por apresentar peptideos exdgenos processados por
células apresentadoras de antigenos. Ferramentas de imunoinformética podem ser usadas para
predizer a afinidade de ligacdo de um peptideo-fenda do MHC-II de forma a localizar epitopos,
assim como realizar desimunizacao por delecio de epitopos. Essas tecnologias podem ser em-
pregadas na geracdo de biobetters, contudo as ferramentas de predi¢do disponiveis ndo permitem
a identifica¢do de aminodcidos promiscuos. O objetivo do trabalho foi desenvolver ferramentas
computacionais para desimunizagdo de proteinas, melhorando uma ferramenta de predi¢ao de
imunogenicidade in silico, construindo um algoritmo genético (AG) de desimunizacio de protei-
nas e posteriormente aplicando estas ferramentas para identificar e remover os epitopos mais
imunogénicos de uma sequéncia de L-asparaginase de Bacillus subtilis. O método de predi¢dao
de afinidade peptideo-MHC-II TEPITOPE teve seu desempenho melhorado pelo somatério dos
escores de imunogenicidades de epitopos sobrepostos e suavizacdo desses dados através de uma
spline. Tal protocolo foi aplicado para identificar regides imunogénicas em uma L-asparaginase
de Bacillus subtilis (BsA) e essas informacdes foram usadas em um AG de desimunizagdo de pro-
teinas. O AG utiliza um conjunto de 100 sequéncias de BsA e realiza operacdes de recombinagdo
e mutacdo a cada ciclo apenas nas regides cujos escores de imunogenicidade estao entre os 20%
maiores da proteina e considerando apenas mutagdes neutras (IAAGI entre proteina selvagem
e mutante € menor que 0.5 kcal/mol), substituindo sequéncias de maior imunogenicidade por
outras de menor. Ao fim de ciclos de execugdo, o AG foi capaz de, com apenas trés mutagdes,
gerar uma proteina cuja imunogenicidade € 63.5% menor que a da sequéncia original, tendo
dois dos epitopos mais imunogénicos removidos, mantendo a estrutura e estabilidade intactas
(RMSD=0.01A e AAG = -0.2935 kcal/mol). O AG de desimunizacio permite parametriza¢io
e a implementacao de novas avaliagdes de imunogenicidade e estabilidade que aumentem sua
eficiéncia. O método de predicdo por suavizagdo, o codigo de visualizacdo dos epitopos e o0 AG
podem ser aplicados de maneira automatizada a um grande nimero de cadeias aminoacidicas

auxiliando trabalhos de engenharia de proteinas.

Palavras-chave: Desimunizagdo. Algoritmo Genético. L-asparaginase. Biobetter.



ABSTRACT

L-asparaginase is a therapeutic protein used in the treatment of acute lymphoblastic leukemia,
and its use may result in neutralization by the immune system or even produce hypersensiti-
vity reactions. Components of adaptive immunity such as MHC-II (Major Histocompatibility
Complex II) are responsible for presenting exogenous peptides processed by antigen-presenting
cells. Immunoinformatics tools can be used to predict the binding affinity of a peptide with the
MHC-II cleft to localize epitopes, as well as perform epitope deletion deimmunization. These
technologies may be employed in the generation of biobetters, however, the predictive tools
available do not allow the identification of promiscuous amino acids. The aim of this work was
to develop computational tools for protein deimmunization, improve an in silico immunogenicity
prediction tool, construct a protein deimmunization genetic algorithm (GA) and later apply these
tools to identify and remove the most immunogenic epitopes of a Bacillus subtilis L-asparaginase
sequence. The TEPITOPE peptide-MHC-II affinity prediction method had its performance im-
proved by summation of immunogenicity scores of overlapping epitopes and smoothing of these
data through a spline. This protocol was applied to identify immunogenic regions in a Bacillus
subtilis L-asparaginase (BsA) and this information was used by a protein deimmunization genetic
algorithm. The algorithm uses a set of 100 BsA sequences and performs recombination and
mutation operations at each cycle only in regions whose immunogenicity scores are among the
top 20% of the protein and considering only neutral mutations (IAAGI between wild-type and
mutant proteins is less than 0.5 kcal/mol), substituting sequences of higher immunogenicity for
those with lower ones. At the end of execution cycles, the algorithm was able to, with only three
mutations, generate a protein whose immunogenicity is 63.5 % lower than that of the original
sequence, having two of the most immunogenic epitopes removed, maintaining structure and
stability intact (RMSD=O.()1A and AAG = -0.2935 kcal/mol)). The protein deimmunization
genetic algorithm allows parameterization and implementation of new immunogenicity and
stability assessments that may increase its efficiency. The smoothing prediction method, the
epitope visualization script and the genetic algorithm can be applied in an automated manner to

a large number of amino acid chains aiding protein engineering projects.

Keywords: Deimmunization. Genetic Algorithm. L-asparaginase. Biobetter.
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1 INTRODUCAO

Proteinas sao macromoléculas formadas por uma ou mais cadeias polipeptidicas,
em que cada cadeia € um polimero linear de aminoacidos (WALSH, 2002). Essas moléculas
desempenham fungdes estruturais, de transporte, protecdo, regulacio ou catdlise (MARQUEZ-
CHAMORRO et al., 2015). Devido a versatilidade de suas aplicagdes, possuem grande impor-

tancia econdmica.

1.1 Proteinas terapéuticas

Desde a década de 1980 as proteinas terapéuticas se estabeleceram como uma
nova classe de farmacos com cerca de 264 produtos no mercado (WALSH, 2014). As primeiras
proteinas terapéuticas foram versdes recombinantes de proteinas encontradas na natureza. Depois
dessa fase, o passo seguinte foi o de engenharia de proteinas para melhora de seu potencial
clinico (CARTER, 2011).

Geralmente, sdo necessarios de dez a quinze anos de pesquisa e desenvolvimento
para a comercializacdo de um novo biofdrmaco e os custos associados a esse processo chegaram
a cerca de US$ 53 milhdes em 2014, nos Estados Unidos (IFPMA, 2017). Esse elevado custo
de investimento €, entretanto, fartamente superado pelo lucro que proporciona: atualmente,
proteinas terapéuticas sdo os bioldgicos mais importantes em termos de uso clinico e, em 2015,
o mercado mundial de proteinas chegou a US$174.7 bilhdoes (DEWAN; SULLIVAN, 2016).

Proteinas terapéuticas podem ser separadas em quatro grupos de acordo com suas
aplicacdes e fun¢des (LEADER et al., 2008), sendo eles:

1 Proteinas com atividade enzimdtica ou regulatdria que atuam trazendo uma nova atividade,
impulsionando uma via metabdlica ou substituindo uma proteina deficiente ou anormal.
Exemplos: insulina, somatotropina, beta-glucocerebrosidase, antitrombina III, proteinas
relacionadas as desordens enddcrinas, hematoldgicas e tromboses;

i1 Proteinas com alvos especificos que atuam ligando-se a moléculas especificas e interferindo
com sua fung¢do, sinalizando para a sua eliminagao, transportando compostos para regides
especificas. Este grupo pode ser exemplificado pelo rituximab, infliximab, enfuvirtide e
ibritumomab tiuxetan;

iii Protefnas que atuam como vacinas com a fun¢@o de proteger contra agentes externos, tratar

doencas autoimunes e cancer, dentre as quais podem-se citar o antigeno de superficie
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da hepatite B, imunoglobulinas G anti-rhesus e proteina capsideo L1 do papilomavirus
humano;

iv Proteinas com func¢@o diagndstica e que ndo sao utilizadas para tratar enfermidades, como
o glucagon, nofetumomab e antigenos da hepatite C.

Atualmente, proteinas s@o as moléculas mais importantes em termos de aplica¢ao
clinica e seu sucesso se deve principalmente a seguranca e eficicia (DIMITROV, 2012), mas
também a interagdes pos-administracdo mais previsiveis, menos efeitos colaterais, tempo de
aprovagao mais rapido e singularidade que facilita o patenteamento dessas moléculas em relagdo
a farmacos mais simples como pequenas moléculas (BALDO, 2016). Contudo, respostas imunes
as protefnas terapéuticas sao responsdveis por um nimero considerdvel de insucessos de testes
clinicos para novas drogas (RAU et al., 2003) ou até mesmo pela retirada de medicamentos do
mercado (CASADEVALL et al., 2002).

O desenvolvimento da resposta imune a proteina € um processo complexo afetado
pelas interacdes entre todos esses fatores, sendo importante entender como funcionam os atores

dessa sequéncia e como eles atuam entre si a fim de minimizar reacdes indesejadas.

1.2 Sistema imune

O sistema de defesa de organismos vertebrados, denominado sistema imune, é
composto de uma rede complexa de 6rgdos, células, macromoléculas e citocinas (PARKIN;
COHEN, 2001). Todos os animais possuem uma versao ancestral desse sistema, em que
moléculas como peptideos antimicrobianos e células como fagdcitos sdo responsaveis por
realizar uma resposta menos especifica, porém efetiva contra ameacas. Essa versdo ¢ denominada
imunidade inata e tem como maior vantagem sua acao rapida, ndo contando, porém, com uma
grande diversidade de respostas ou memorias, isso €, capacidade de reagir com maior rapidez e
especificidade a uma ameaca previamente combatida (ABBAS et al., 2014).

A imunidade adquirida € a parte do sistema imune capaz de reconhecer moléculas
especificas com as quais o0 corpo ja esteve em contato devido sua caracteristica de memoria,
produzindo uma prote¢do imune duradoura e com respostas rapidas. Esta se¢cdo da imunidade
pode ser dividida em celular e humoral (BACKERT; KOHLBACHER, 2015). As moléculas
reconhecidas pelo sistema imune sdo substincias capazes de gerar respostas ao se ligarem a
moléculas imunologicamente ativas, os antigenos. As por¢des determinantes desses antigenos

sdo chamadas epitopos (CRUSE et al., 2004).
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Na imunidade celular os epitopos sdo apresentados pelo Major Histocompatibility
Complex - Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC) e reconhecidos pelas células
T (BACKERT; KOHLBACHER, 2015). O MHC de classe II apresenta peptideos fagocitados
do meio extracelular e estimula as imunidades celulares e humorais contra micro-organismos
por intermédio de linfécitos T auxiliares. Para que um peptideo seja capaz de estimular uma
resposta celular advinda de linfécitos T auxiliares, o peptideo deve se ligar ao MHC II em
compartimentos da célula apresentadora de antigeno (CASTELLINO et al., 1997), tendo, entdo,
uma certa afinidade de ligacdo, que € o aspecto mais conhecido da geragdo de epitopos de célula
T (KORBER et al., 2006).

O processamento e apresentacdo de peptideos-epitopo sdo essenciais para a imuni-
dade mediada por células e os MHC sdo codificados por um complexo genético denominado
HLA, localizado no cromossomo seis da espécie humana e que possui 21 genes altamente
polimoérficos (BACKERT; KOHLBACHER, 2015). Apesar desses polimorfismos, a maioria das
diferencas entre moléculas da mesma classe estdo em posicdes da fenda de ligagdo, que sdo

responsaveis pela restricdo das interacdes MHC-peptideo (KORBER et al., 2006, Figura 1).
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Figura 1 — Representacdo de modelo de superficie de uma molécula de MHC-II com destaque
para a fenda

Fonte: Elaborada pela autora (estrutura obtida do PDB:
3PDO). A molécula de MHC de classe II possui
duas cadeias, o (em roxo) e 3 (em rosa) cada uma
com dois dominios (a1, a2, B1, $2). Os domi-
nios a1 e B1 contém a fenda do MHC-II, a porgéo
que interage com o peptideo produzido na célula
apresentadora de antigeno e que forma a sinapse
imunolégica com o receptor de célula T. Nessa fi-
gura as porgdes a1 e 1 estdo em roxo e rosa mais
opacos, respectivamente.

O HLA-II possui os loci DR, DP, DQ, DM, DOA e DOB. As fendas de ligacdo
das moléculas codificadas por esses genes sdo capazes de interagir com motivos de ligacdo
especificos (SETTE et al., 1990) e o conhecimento acerca das fendas codificadas por esses genes
poliméficos e suas frequéncias sdo de extrema importancia para realizar a predi¢cao dos peptideos
que serdo apresentados pelos MHCs aos linfécitos T (BACKERT; KOHLBACHER, 2015).

Na imunidade humoral, o reconhecimento de antigenos e seus epitopos €, em tltimo
estdgio, realizado pelas células B (BACKERT; KOHLBACHER, 2015) e a ativacdo dessa forma
de imunidade pode se dar por vias dependentes e independentes de linfécitos T (Figura 2).
Epitopos de célula B sdo definidos como as regides de antigenos que se ligam a anticorpos livres

no plasma ou receptores de membrana e podem ser lineares ou conformacionais.
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Figura 2 — Ativagdo de células B por vias dependente e independente de ¢elula T

(a) Resposta imune (b) Resposta imune
dependente de célula T independente de célula T
Agregados de proteina Agregados de proteina

Epitopo de célula T

.
-

. Epitopo de célula B

Sinaliz;i(;io
requerida
para ativar
célula B

Plasmocito

Célula B
Ativada

w Citocinas

Plasmacito

_f AIgG

Fonte: Traduzida de (KUMAR et al., 2011)
(a) Na via dependente de célula T, células T auxiliares ativadas pela

interagdo com células apresentadoras de antigeno estimulam a proliferacdo
e posterior diferenciagdo de células B ligadas ao antigeno. (b) Na via
independente, antigenos sdo capazes de induzir uma resposta rapida,
porém, menos especifica.

Epitopos lineares (ou continuos) sdo quaisquer fragmentos reconhecidos na estrutura
primdria da proteina capazes de gerar reposta imune (Figura 3, REGENMORTEL 2009). Em
contraposicao, epitopos conformacionais sdo por¢des do arranjo tridimensional da proteina
e sdo formados por segmentos de aminoacidos que estdo dispostos de forma descontinua na
sequéncia (ANSARI; RAGHAVA, 2010). Dessa forma, o epitopo conformacional s6 se manifesta
ap6s o enovelamento da proteina nas estruturas tercidria ou quaternaria. Todos os epitopos
apresentados as células T pelo MHC sao lineares, e pelo menos 90% dos epitopos de célula
B sdo conformacionais (REGENMORTEL, 1996; BLYTHE; FLOWER, 2005). A presenca
desses epitopos em proteinas terapéuticas sao responsaveis pela imunogenicidade e reagdes de

hipersensibilidade posteriormente geradas.
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Figura 3 — Representacdo hipotética de epitopos linear e conformacional em um peptideo
antimicrobiano

" epitopo
conformacional

epitopo
linear

Fonte: Elaborado pela autora (estrutura obtida do

PDB: 2N8O).
Aqui estdo representados dois epitopos, um linear

em laranja e um conformacional cujos dois trechos
descontinuos estdo representados em rosa.

1.2.1 Imunogenicidade

Imunogenicidade € a capacidade que tem uma molécula (proveniente de um patdégeno
ou ndo) de induzir uma resposta imune especifica quando exposta a componentes do sistema
imune (FLOWER, 2007). As respostas imunogénicas podem gerar anticorpos neutralizantes
antifirmacos que se ligam a sitios especificos da molécula de modo a diminuir ou eliminar sua
func¢do biologica (MUKOVOZOV et al., 2008) pela coestimulacdo de células B por células
T-CD4+ ou independentemente de coestimulacdao (JAWA et al., 2013). Sendo assim, todos
os bioldgicos, inclusive as proteinas terapéuticas, sdo capazes de induzir respostas imunes
indesejadas (SCHELLEKENS, 2002).

Uma proteina terapéutica imunogénica € capaz de comprometer a eficicia do trata-
mento, podendo levar a efeitos adversos como reacdes anafildticas, sindrome da liberacdo de
citocinas, neutralizacdo de proteinas end6genas via reagao cruzada e desenvolvimento de meca-
nismos autoimunes (BAKER et al., 2010), o que ja levou ao cancelamento do financiamento de
desenvolvimento de biofdarmacos (FOOD et al., 2013) e a substituicao de anticorpos monoclonais
murinos por versdes humanizadas e humanas (DIMITROV, 2012).

As causas para a inducdo da imunogenicidade sdo multifatoriais e algumas nao sao
completamente entendidas (DEEHAN et al., 2015), mas pode-se associar os fatores de imunoge-
nicidade a natureza da proteina, ao paciente ou ao processo de producdo. Dentre os elementos de

risco associados a natureza da proteina estao a presenca de epitopos imunodominantes, as dife-
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rencas entre a proteina terapéutica utilizada e sua versao endogena (se presente) e seus padroes
de glicosilacao, oxidacao, deamidacao, acilagdo, alquilacdo, entre outros. Além disso, existem
fatores relacionados a terapia, em si, que incluem a rota utilizada e a frequéncia de administracdo
da molécula, além de sua dosagem e da composi¢do da seringa (seringas confeccionadas com
tungsténio tendem a gerar maior agregacao de proteinas) (JAWA et al., 2013). H4 também
fatores ligados ao paciente e que podem comprometer a terapia: idade, predisposi¢do genética,
exposicao prévia a terapéuticos similares e estado imune do individuo (KRISHNA; NADLER,
2016). Por fim, dentro do processo de producdo, as causas sdo: a célula hospedeira utilizada e
as diversas etapas de purificagdo que podem ocasionar modificacdes biofisicas e a formacao de

agregados (JAWA et al., 2013, Figura 4).

Figura 4 — Fatores de risco associados a imunogenicidade de proteinas terapéuticas

IMUNOGENICIDADE DE PROTEINAS TERAPEUTICAS

PR[]DU[}A(] TERAPIA PACIENTE

EPITOPOS IMUNUI]UMINANTES CELULA HUSPEI]EIRA ROTA DE ADMINISIRACA[] “
DIFERENCAS ENTRE PROTEINA PURIFICACAU FREQUENCIA DE ADMINISTRA[;AU INTENSIDADE DA PRIMEIRA DOSE
ENDOGENA E PROTEINA
TERAPEUTICA MOIJIFICAI;OES BIOFISICAS m ESTA[]O IMUNE
FORMAGAO DE AGREGADOS COMPOSIGAQ DA SERINGA PREI]ISP[]SI(,‘AO GENETICA
EXPOSICAO PREVIA
Fonte: Elaborada pela autora

A imunogenicidade de proteinas terapéuticas pode ser atribuida a muitos fatores que muitas vezes nio estdo
presentes sozinhos. Além dos mencionados na figura, fatores como a predisposi¢ao genética do paciente e sua
exposi¢do prévia a um terapéutico similar.

MODIFICAGOES
POS-TRADUCIONAIS

1.3 Meétodos de Predicao de Imunogenicidade in silico

A identificacdo de epitopos se torna uma tarefa importante tanto para a pesquisa
bdsica quanto para a clinica, seja pela producao de vacinas, prevencdo e diagndstico de doengas,
tratamento de enfermidades ou pela desimunizagdo de proteinas. Até a década de 1990, técnicas
dispendiosas e demoradas como radioimunoensaios, imunohistoquimica, ELISA, imunofluo-
rescéncia, difracdo de raio-X em cristais e diversas outras eram as Unicas alternativas para a

avaliacdo da imunogenicidade de epitopos (YANG; YU, 2009).
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O acimulo de informagdes referentes ao sequenciamento do genoma humano e
de outros organismos, dados de protedmica de diversas espécies, e o crescente nimero de
descobertas epidemioldgicas e clinicas relevantes para a pesquisa em imunologia levaram
ao surgimento de bancos de dados para organizar essas informacgdes, e as tecnologias high-
throughtput permitiram esse rdpido aumento no nimero de dados disponiveis a comunidade
cientifica. Em outubro de 2017, 203953682 sequéncias se encontram depositadas no GenBank,
em oposicao a 424084 epitopos peptidicos depositados no Imune Epitope Database - Banco
de Dados de Epitopos Imunes (IEDB), sendo parte desses epitopos procedente de uma mesma
proteina. Mesmo se todos esses epitopos correspondessem a sequéncias diferentes, restariam
99.79% das sequéncias depositadas sem algum dado imunoldégico experimental que permitisse
a exploragdo desses dados. Desse modo, se fez necessario o surgimento de ferramentas de
andlise in silico para estimar e predizer informagdes acerca das sequéncias de imunogenicidade
desconhecida e filtrar esses dados a fim reduzir tempo e custo das pesquisas desenvolvidas (DE;
TOMAR, 2014).

Ha trés abordagens gerais para a predi¢cdo de epitopos: métodos baseados em sequén-
cia, métodos baseados na estrutura e métodos de consenso. Esses métodos exploram matrizes
buscando sequéncias-motivo, explorando a relacao quantitativa estrutura-atividade, simulagdes
de docking molecular, redes neurais artificiais, miquinas de vetores de suporte e outros (DESAI,
KULKARNI-KALE, 2014). Especificamente, os principais métodos de predi¢cdo utilizados
para identificar epitopos de MHC-II sao TEPITOPE (STURNIOLO et al., 1999), SMM-Align,
NN-Align, NetMHCIIPan e Consensus3.

Dentre os métodos baseados em sequéncia estd o TEPITOPE (STURNIOLO et al.,
1999), que utiliza as matrizes de afinidade peptideo-MHC criadas a partir de dados experimentais
obtidos da afinidade entre peptideos e moléculas de MHC-II geradas por diferentes alelos. No
algoritmo, todas as janelas de leitura de nove aminoacidos (nondmeros) sao extraidas de uma
sequéncia de proteina (Figura 5). Ao invés de definir um peptideo como epitopo ou nao-epitopo,
o uso de matrizes permite que o TEPITOPE atribua aos peptideos um escore de imunogenicidade,
oferecendo ao usudrio a escolha na definicdo de um ponto de corte que define epitopos (acima
do ponto de corte) e ndo-epitopos (abaixo do ponto de corte) (STURNIOLO et al., 1999).

O método SMM-Align realiza suas predi¢cdes partindo do pressuposto de que ami-
nodcidos em diferentes posi¢cdes de um peptideo realizam contribuicdes independentes para

a afinidade de ligagcao peptideo-MHC total e considerando também a influéncia dos residuos
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Figura 5 — Janelas de leitura extraidas de uma sequéncia

MERIKELRNLMSQSRTREILTKTTVDHMAIKKYTSGRQEKNP

1 MERIKELRN

2 ERIKELRNL

3 RIKELRNLM

4 IKELRNLMS

0 KELRNLMSQ
6 ELRNLMSQS

Fonte: Elaborada pela autora
As seis primeiras janelas de leitura sdo mostradas na imagem. Epitopos

com aminodcidos em comum, como por exemplo o 1 e 0 4 podem ser

reconhecidos como altamente imunogénicos; desse modo, os aminoaci-

dos compartilhados por esses epitopos (IKELRN) devem receber maior

atencdo em estratégias de desimunizago
flanqueadores de peptideo (NIELSEN et al. 2007). Este método utilizou-se de aprendizagem
de maquina para buscar uma matriz de pesos que melhor reproduz os valores de IC50 peptideo-
MHC encontrados para cada peptideo utilizado em seu conjunto de treinamento (NIELSEN et
al., 2007).

O método NN-Align usa informagdes dos residuos flanqueadores de peptideo ao
realizar suas predicoes e corrige alguns dos problemas identificados nos conjuntos de treinamento
de algoritmos de predi¢do baseados em aprendizagem de mdaquina utilizados em trabalhos
anteriores, como o viés gerado por multiplos epitopos com nucleos de ligacdo idénticos sendo
representados no conjunto de treinamento (NIELSEN; LUND, 2009).

Ja como método baseado em estrutura, figura o preditor NetMHCIIPan, que utiliza
os residuos flanqueadores de peptideo, nicleos de ligacdo, afinidade de ligacao e quaisquer
residuos do MHC-II que tenham sido computados a uma distancia que permita interacao direta
com residuos do peptideo analisado (NIELSEN ez al., 2008). Ao final, o método utiliza uma
rede neural artificial para a realizacao de predicdes generalizaveis para alelos de HLA-DR com
poucos ou nenhum dado experimental.

E como método tipo consenso estd o Consensus3, que foi desenvolvido apds ava-
liacdo de métodos predicao de MHC de classe 11 disponiveis e que realizam predicdo em lote
(ARB, TEPITOPE, SVMHC, SYFPEITHI, RANKPEP, SMM-Align, SVRMHC, MHC2PRED,
MHCPRED). O escore consenso para cada peptideo € a mediana dos escores de imunogenicidade
apontados pelos trés melhores preditores para um dado alelo de MHC (WANG et al., 2008;

WANG et al., 2010). Esses e outros métodos sio listados na ??.



Quadro 1 — Principais Métodos de Predicao de Epitopos Lineares - Ligacdo ao MHC-II

trés alelos H2-IA de ratos

Meétodo de Predicdo Caracteristicas Referéncia
. Ut}hza matnzs:s geradas pela caracterizagdo topo- (STURNIOLO et dl.
Sturniolo gréfica e funcional dos perfis de fendas de alelos 1999)
do HLA-DR
Rede neural artificial treinada em dados de ligacdo,
cerne de ligacdo, residuos flanqueadores do pepti- | (NIELSEN et al.,
NetMHCIIPan deo e residuos da molécula de MHC que interagem | 2008)
com o peptideo ligado
algoritmo de alinhamento baseado em uma rede
NN-Alien neural artificial que elimina cernes de ligacdo re- | (NIELSEN; LUND,
& dundantes do seu conjunto de treinamento e consi- | 2009)
dera residuos flanqueadores do peptideo
Considera residuos flanqueadores de peptideos e
SMM-Align foi treinado para nove supertipos de HLA-DR e (NIELSEN et al,

2007)

IEDB Consensus

Baseia-se na obtengdo da mediana dos escores dos
tré€s melhores métodos de predi¢do para uma dada
molécula de MHC-II

(WANG et al., 2008)
(WANG et al., 2010)

Extensdo do método TEPITOPE para mais de
700 moléculas HLA-DR usando similaridade de

(ZHANG et al.,

para 42 alelos de MHC 11

TEPITOPEPan sequéncia entre moléculas com matrizes de ligacdo | 2012)
definidas e as demais
Usa o método QSAR (relagdo quantitativa
EpiTOP estrutura-atividade) para estimar imunogenicidade | (DIMITROV et al.,
descrevendo volume, hidrofobicidade e polarizabi- | 2010)
lidade
Meétodo da ligagdo relativa média que prediz va-
lores de IC(50) para ligacdes MHC-peptideo uti-
ARB lizando matrizes para 85 alelos MHC do tipo I e | (BUI et al., 2005)
13 alelos de MHC do tipo II construidas através de
um banco de dados
Integra resultados de diversos supertipos de HLA e
MULTIPRED2 gera mapas de calor de imunogenicidade e permite (ZHANG et al,
L ~ . A 2011)
visualizar padrdes globais de ligacao
TEPITOPE Ferramenta .online pra predigﬁo d.e MHC do tipo II | (STURNIOLO et al.,
que se baseia em matrizes quantitativas 1999)
PREDIVAC Predig:ﬁo. baseada em residuos determinantes de | (OYARZUN ez al.,
especificidade 2013)
Servidor online permite identificagdo e predicao
de peptideos com sequencia antigénica para alelos
de MHC I e II pela identificacdo de ligantes expe-
. . . (BHASIN;
HLAPred rimentalmente definidos (advindos do banco de da- RAGHAVA, 2007)
dos MHCBN) e predicdo de ligantes utilizando-se ’
de matrizes quantitativas de PARKER ez al. (1994)
e STURNIOLO et al. (1999)
E uma estrutura de software para imunoinformética
FRED que propde uma unica interface para a execu¢do de | (FELDHAHN et al.,
diversos métodos de predi¢ao permitindo a realiza- | 2009)
¢80 de modificagdes customizadas
Método baseado em Mdquinas de vetores de su-
MHC2Pred porte que realiza predicdo de ligantes promiscuos | (LATA et al., 2007)

Fonte: Elaborado pela autora

23



24

O uso de métodos acurados de identificacdo de epitopos para sequéncias sem dados
experimentais compde a primeira etapa de qualquer processo de desimuniza¢do. O mapeamento
produzido com os dados desses métodos e a classificacdo de epitopos de acordo com sua

imunogenicidade possibilita que as estratégias de desimuniza¢do mirem nos alvos corretos.

1.4 Desimunizac¢io de proteinas in silico

Desimunizacgao de proteinas € o processo pelo qual epitopos sao eliminados estra-
tegicamente de modo a reduzir a imunogenicidade total de uma proteina terapéutica (JONES
et al., 2009; GIOVANNONI, 2003). O objetivo final desse processo € mitigar as respostas de
anticorpos antifirmacos de modo a melhorar a eficicia do biofarmaco (ZHAO et al., 2015).

Dentre as maneiras de diminuir a imunogenicidade de proteinas terapéuticas podem
ser citadas: peguilacdo (TURECEK et al., 2016) e glicosilacdo (SINCLAIR; ELLIOTT, 2005)
para diminuir a taxa de protedlise e diminuir interacdo com anticorpos € com moléculas de
HLA. Apesar de suas aplicacdes de sucesso, o uso desses métodos pode resultar na producao
de anticorpos anti-PEG (ZHANG et al., 2014) e criacdo de novos epitopos para anticorpos
neutralizantes (SINCLAIR; ELLIOTT, 2005), respectivamente.

Como alternativa, existe a humanizacdo (LIU er al., 2015), que costuma gerar
proteinas com imunogenicidade reduzida em relagdo a molécula original, embora sem eliminacao
completa da imunogenicidade (GROOT; SCOTT, 2007). Pode-se ainda realizar fusdo com IgGs
(ZAMBIDIS; SCOTT, 1996), mas isso onera os custos de produ¢do (SCHMIDT, 2009), diminui
a taxa de absor¢ao do complexo e, a depender da proteina, causa um impedimento estérico na
ligacdo proteina efetora-receptor (RATH et al., 2015). Em outra estratégia, podem-se aplicar
mudancas na linha de producao para evitar formacao de agregados e diminuir a contaminacao,
mas essa estratégia € menos especifica e exige um grau de empirismo que resulta numa solugao
muitas vezes paleativa (RATANIJI et al., 2014).

Por fim, a técnica de modificagdo da sequéncia por mutagénese dirigida (TANGRI
et al., 2005; GROOT; SCOTT, 2007) permite economizar recursos que seriam despendidos em
ensaios e experimentos para avaliar a eficiéncia de mutantes criados aleatoriamente (Figura 6).

Idealmente, uma estratégia de desimunizacido por mutagénese dirigida permitiria
eliminar totalmente a imunogenicidade de uma proteina sem prejudicar sua estabilidade e afini-
dade. Contudo, a sele¢do de mutagdes que diminuem a imunogenicidade de proteinas mantendo

sua fungdo permanece um desafio, pois sdo 20°%° = 2,03 x 10°° sequéncias possiveis para uma
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proteina contendo 300 aminodcidos. Adicionalmente, cada mutacdo realizada no sentido de
desimunizar uma sequéncia tem potencial para comprometer a estabilidade da conformacao
nativa. Assim, faz-se necessdrio surgimento de ferramentas de bioinformética que permitam
selecionar mutacdes desimunizantes que nao perturbem a estrutura da proteina (SALVAT et al.,

2015). Dentre as estratégias ja desenvolvidas, figuram o software EpiSweep, DP?, IP?> ¢ PEPFR.

Figura 6 — Estratégias de delecdo de epitopos de célula T

(A) Sintese de todos os peptideos sobrepostos
MAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYG...

(B) Design direto de proteinas glohalmente otimizadas:
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Fonte: (GRISWOLD; BAILEY-KELLOGG, 2016)

E

ressao e teste das candidatas otimizadas:
&

Na estratégia A sdo muitos os ensaios realizados com alanine scanning. Para cada epitopo, toda posi¢ao deve
ter seu aminodcido substituido por alanina afim de investigar o impacto na imunogenicidade. Contudo, nem
todas as substitui¢des que funcionam para reduzir a imunogenicidade do peptideo permitem a proteina um
enovelamento satisfatério. Na estratégia B, tempo e recursos sdo economizados num protocolo que descarta
grande parte dos mutantes invidveis e seleciona candidatos otimizados tanto para o parametro imunogenicidade,
quanto para o de estabilidade.

O EpiSweep propde a desimunizacdo de proteinas através da criacdo de bibliotecas
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de mutantes com quantidades especificas de mutagdes (10 sitios e 30 sitios, no trabalho original,
SALVAT et al. 2017), cujas sequéncias serdo geradas de forma a selecionar mutagdes que
diminuam a imunogenicidade da proteina ou melhorem sua estabilidade. A imunogenicidade
¢ avaliada pelo método TEPITOPE, considerando apenas os 5% epitopos de maior escore e
o critério de estabilidade € relacionado a flexibilidade de mutacdo de um residuo, segundo a
conservacao da posi¢cdo mutada e dos residuos presentes nessa posicao em sequéncias homologas.

No DP? (Dynamic Programming for Deimmunizing Proteins - Programacao Di-
namica para Desimunizacdo de Proteinas, em livre traducao), a partir de uma sequéncia de
aminodcidos, o método que identifica conjuntos otimizados de mutagcdes pontuais conservativas
que diminuam o nimero de epitopos de célula T nessas sequéncias (PARKER et al., 2010). A
imunogenicidade das sequéncias € avaliada pelo método TEPITOPE, considerando apenas os 10%
epitopos de maior escore imunogénico identificados para os alelos DRB1*0101, DRB1*0301,
DRB1*0401, DRB1*0701, DRB1*0801, DRB1*1101, DRB1*1301, and DRB1*¥1501 do MHC-
II. A estabilidade € avaliada por trés parametros, a diferenca entre a proteina selvagem e a mutante
utilizando a matriz de substituicdo BLOSUM-62, a conservagdo de determinados residuos de
acordo com alinhamentos multiplos e arvores filogenéticas da sequéncia e o software FoldX em
que o AAG entre a proteina selvagem e a mutante.

O IP? utiliza a mesma avalia¢io de imunogenicidade que o algoritmo DP?, apenas
se utilizando de muta¢des compensadoras em residuos altamente correlacionados para manter a
estabilidade da proteina (PARKER et al., 2011).

O algoritmo PEPFR (Protein Engineering Pareto FRontier) divide o espago de busca
de mutantes apropriados utilizando um trade-off (compromisso) entre a otimizac¢ao de para-
metros potencialmente conflitantes, sendo eles imunogenicidade estabilidade. Posteriormente
sdo aplicados processos de programagdo dindmica ou programagdo inteira para identificar os
melhores individuos nessas regides do universo de busca (HE er al., 2012) .

Apesar da existéncia dessas estratégias, existem diversas limitacdes quanto ao nu-
mero de mutacdes possiveis para cada posicdo, custo computacional associado, nimero de alelos
utilizados para predicdo de imunogenicidade, nimero de epitopos considerado para o cédlculo de

imunogenicidade e a dificuldade de uso dos métodos.



27

1.5 L-Asparaginase

A L-asparaginase € uma proteina terapéutica de natureza enzimatica, e portanto,
enquadra-se no primeiro grupo da classificacdo de Leader et al. (2008) (Secdo 1.1, item 1). Lang
(1904) foi o primeiro a detectar sua atividade enzimatica de degradacao utilizando tecidos de
carne bovina. Anos depois, Furth e Friedmann (1910) concluiram, apds estudar 6rgaos de porcos
e cavalos, que a L-asparaginase ocorria em todos os tecidos animais. Posteriormente, a proteina
foi entdo redefinida como presente no figado de animais onivoros, em quase todos os tecidos de
herbivoros e ausente em 6rgaos de mamiferos carnivoros, anfibios e répteis (CLEMENTI, 1922).

O potencial desta proteina como agente anticancer foi observado pela atividade
antitumoral do soro retirado de porcos-da-india (KIDD, 1953, Cavia porcellus). Nesse estudo,
injecdes intraperitoniais do soro de Cavia porcellus geraram uma ripida regressao de dois
tipos de linfomas transplantados em camundongos. Outros estudos demonstraram diferencgas
metabolicas entre células saudédveis e cancerosas na auséncia do aminodcido asparagina, sendo
as segundas dependentes de fontes exdgenas do aminoécido L-asparagina uma vez que possuem
deficiéncia na enzima asparagina sintase, ao contrario de células sauddveis (NEUMAN, 1956).
A partir desses estudos, a atividade antitumoral da enzima e a deplecdo que esta causava no
aminodcido asparagina para células cancerigenas foram conectadas (BROOME, 1961).

Posteriormente, foram isoladas duas asparaginases de Escherichia coli, uma periplas-
madtica e uma citoplasmatica, sendo a dltima a que exibiu atividade antitumoral (MASHBURN;
WRISTON, 1964). As limitacOes do uso dessa proteina como terapia se devem a sua imunogeni-
cidade e, desde os primeiros relatos (TALLAL et al., 1970; JAFFE et al., 1971; PETERSON et
al., 1971), mencionando este entrave diversas abordagens tem sido testadas de forma a reduzir
sua capacidade de gerar resposta imune mantendo sua atividade enzimdtica (ALI et al., 2016).

A L-asparaginase € utilizada no Brasil desde a década de 1970 para o tratamento da
leucemia linfobléstica aguda (CFM, 2017). No Brasil, de acordo com o Conselho Federal de
Farmacia, entre 2011 e 2014, o gasto do governo federal na compra de medicamentos subiu em
53%, atingindo R$ 12,9 bilhdes - que correspondiam a 13,9% do or¢amento disponivel para o
SUS (CAMBRICOLI, 2015).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) (RDC
55/2010), produto bioldgico é o medicamento biologico ndo-novo ou conhecido que contém
molécula com atividade biolégica conhecida, ja registrado no Brasil e que tenha passado por

todas as etapas de fabricacdo. Dentre eles estao:



28

1. vacinas;
soros hiperimunes;

hemoderivados;

o

biomedicamentos;
a) medicamentos obtidos a partir de fluidos biolégicos ou de tecidos de origem animal;
b) medicamentos obtidos por procedimentos biotecnoldgicos.
5. anticorpos monoclonais;
6. medicamentos contendo micro-organismos vivos, atenuados ou mortos;

A L-asparaginase estaria entao entre aqueles medicamentos do grupo 4b. Em 2017,
uma mudanga no fornecedor desse medicamento gerou impactos no sistema de satde nacional e
nos 6rgdos de representacdo dos pacientes (Figura 7).

No fim de 2012, a distribuidora Laboratérios Bagé do Brasil S.A informou a suspen-
sdo da comercializacdo do Elspar no Brasil, o que gerou um pedido da SOBOPE (Sociedade
Brasileira de Oncologia Pediatrica) para que o Ministério da Satide adquirisse o medicamento
em cardter emergencial até que a situacdo fosse normalizada. Até 2013, os medicamentos
que continham L-asparaginase como principio ativo eram adquiridos do laboratério Bagé sob
o nome de Elspar, fabricados pela Merck Sharp & Dohme (MSD), Lundbeck INC ou OSO
Biopharmaceutical; essa aquisicao era feita pelos hospitais brasileiros (GADELHA, 2017).

Desse modo, em maio de 2013, o MS realizou sua primeira compra centralizada de
Aginasa (da Medac, empresa alema), medicamento fornecido também pelo laboratério Bago.
Em janeiro do ano seguinte, o laboratério Bagé informou que a importagdo do medicamento
Aginasa seria interrompida devido encerramento das atividades da fabricante do principio ativo
do medicamento no Japao (Kyowa Hakko Kirin Co. Ltda) e ofereceu uma outra asparaginase,
recombinante, da Medac (GADELHA, 2017).

O fornecimento de Aginasa pela Bagé estava garantido, segundo o préprio labora-
tério, para o ano de 2014. A ANVISA pediu entdo os estudos de estabilidade (pré-clinicos e
clinicos) para andlise de registro definitivo da Aginasa, ao que a Bag6 alegou impossibilidade
de fornecimento, devido ao tempo para o cumprimento dos estudos e afirmou que a utilizagcdo
do medicamento por 30 anos o referendava para o uso. Apds reafirmacao do posicionamento
da Bag6 pela SOBOPE, o MS realizou segunda compra centralizada da Aginasa da Medac, via
Bagd, para abastecimento até janeiro de 2017 (GADELHA, 2017).

Em maio de 2015, o registro definitivo da Aginasa foi negado pela ANVISA devido



29

as dezessete pendéncias, dentre elas a auséncia de relatérios dos estudos clinicos. A Bagd
recorreu dessa decisdo, entretanto o registro da Aginasa permaneceu negado. Em 2016, o MS
iniciou novo processo de compra da L-asparaginase antecipando-se ao desabastecimento de 2017
e a consultoria juridica do MS apontou a necessidade de ocorréncia de licitacdo, uma vez que
havia outros fornecedores do medicamento. A Bagd concorreu com seu medicamento, Medac,
mas perdeu a licitagdo para o concorrente de menor preco, do laboratério Beijing (fornecedor
Xetley) (GADELHA, 2017).

Em janeiro de 2017, o MS entdo adquiriu o medicamento Leuginase do laboratério
Beijing. A partir desse momento, a propria SOBOPE se posicionaram contra a utilizacao
do medicamento Leuginase, alegando: falta de estudos clinicos que comprovem a eficicia do
medicamento, efeitos inesperados e incomuns relatados na bula, alta toxicidade e nivel impurezas
superior ao do medicamento alemao (GADELHA, 2017).

Essas alegacoes foram refutadas pelo MS uma vez que a Aginasa, usada anteri-
ormente, também nao possuia estudos clinicos; além disso, os efeitos descritos na bula da
Leuginase sao os mesmos das demais marcas de L-asparaginase (assim como a toxicidade) e
quanto ao nivel de impurezas, testes realizados pelo INCQS/Fiocruz, mostraram auséncia de
contaminantes que pudessem causar danos aos pacientes e atestaram a atividade enzimética da
proteina (GADELHA, 2017).

Este relato histérico da comercializagdo de L-asparaginase no Brasil aponta a cres-
cente necessidade da fabricagcdo nacional deste medicamento. Dentre os beneficios trazidos esta
a reducio dos custos para o Sistema Unico de Satide, o fortalecimento da inddstria nacional
farmacéutica e do complexo industrial da sadde, geracdo de empregos diretos e indiretos, ampli-
acao do acesso do usudrio e, a depender da natureza do biofarmaco (biobetter ou biosimilar),
a seguranca e eficdcia do medicamento seria garantida pela obrigatoriedade da realizacdo de
extensos estudos clinicos.

A L-asparaginase de Bacillus subtilis vem como potencial substituta das formas
comercializadas atualmente, de Escherichia coli e Erwinia chrysantemi. Dentre as vantagens na
utilizacdo desse micro-organismo como produtor, estdo: o nivel de conhecimento acerca dele,
sua facilidade de cultivo, auséncia de patogenicidade e facilidade de transformacdo. Contudo, a
imunogenicidade da L-asparaginase de B. subtilis faz necessarios processos de desimunizagao
e validacao prévios que justifiquem sua entrada no mercado e este trabalho figura como etapa

inicial nesses esfor¢cos de desimunizacao.
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Figura 7 — Linha do tempo da distribui¢do de L-asparaginase no Brasil

ELSPAR
Fornecedor: Bagd
Fabricante: Lundbeck
INC e 0S0 Biopharm.
Adquirente: Hospitais

ELSPAR
Fornecedor: Bagd
Fabricante: MSD
Adquirente: Hospitais

Fonte: Elaborada pela autora

Leuginase
Fornecedor: Xetley
Fabricante: Beijing
Adquirente: M. Saiide

AGINASA
Fornecedor: Bago
Fahricante: MEDAC
Adquirente: M. Sadde

Resumo da mudanga de fornecedores de L-asparaginase no Brasil desde 2010. Até 2012 a compra de L-
asparaginase era feita diretamente pelos hospitais com os Laboratérios Bagé que importava o medicamento de
diferentes fornecedores. A partir de 2013 a compra tornou-se centralizada e feita pelo Ministério da Satide.
Entre os anos de 2013 e 2017 mudangas no pre¢o do medicamento e a falta de relatdrios de estudos clinicos
culminaram na realiza¢do de uma licitag@o internacional para a compra de L-asparaginase. O fornecedor

Xetley € o atual fornecedor do medicamento.
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2 OBJETIVO GERAL

O trabalho desenvolvido teve como objetivo desenvolver ferramentas computacionais
para desimunizag¢do de proteinas aplicando tais ferramentas a sequéncia de L-asparaginase de

Bacillus subtilis.

2.1 Objetivos especificos

e Realizar predi¢des de epitopos in silico com o método TEPITOPE,;

e Avaliar e melhorar as predi¢des realizadas;

e Mapear as predicdoes do melhor método em uma L-asparaginase de Bacillus subtilis;

e Construir um algoritmo genético de desimunizagdo de proteinas tendo como base este
mapeamento;

e Aplicar esse algoritmo genético em uma sequéncia de L-asparaginase de Bacillus subtilis;

e Obter sequéncias desimunizadas de L-asparaginase de Bacillus subtilis.
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3 METODOLOGIA
3.1 Predicao da Imunogenicidade

A predi¢dao da imunogenicidade tem por objetivo encontrar epitopos apenas a partir
da sequéncia de uma proteina e €, portanto, fundamental para um projeto de desimunizacio de

proteinas.
3.1.1 Obtengdo dos dados

Para avaliar a acurdcia dos métodos de predicao in silico, s3o necessarias informacoes
experimentais acerca da imunogenicidade de um nimero consideravel de sequéncias. Essas
informacdes foram usadas para validar a predi¢do realizada pelos métodos.

Os dados experimentais foram obtidos do banco de dados imunolégicos IEDB!,
onde estao reunidos epitopos de célula T determinados experimentalmente. O nimero de acesso
GI foi utilizado para a obtengdo das sequéncias no formato FASTA de 7183 proteinas através do
servidor Batch Entrez? do NCBI. Dentre as sequéncias obtidas no Batch Entrez, 1852 proteinas
possuem epitopos padrdo de célula T, isto €, sdo epitopos lineares. Os demais epitopos sdao
carboidratos e pequenas moléculas (carbamazepina, cloranfenicol, cumarina. Figura 8. Se¢ao

3.1).

Figura 8 — Exemplo de um arquivo do IEDB

o —— ——
37317 LLGCIITSL P26662.3 ELISPOT
36795 LKAINWFGQVSTTVAAL Q07297.1 ELISA

56721 SACDVSVRV Q96JT2.1 ELISPOT
56722 SACDVSVRVV Q96JT2.1 51 chromium
70182 VNSFDSSSSSDSLYESI SRC280373 ELISA
57322 SDYEGRLI SRC124 in vivo assay
69572 VLKSYVLEGTLTAEK P14013.1 3H-thymidine
74989 YLVTRHADVI P29846.3 ELISPOT

Fonte: Elaborada pela autora.
Exemplo de banco de dados de epitopos de célula T do IEDB. 1. Cédigo do epitopo. 2.

Sequéncia do epitopo. 3. Cdédigo identificador da proteina no NCBI, GI. 4. Método de
identificag@o do epitopo.

http://www.iedb.org/

2 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/batchentrez
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3.1.2 Uso do TEPITOPE para a predicdo de epitopos lineares

A avaliagdo da imunogenicidade foi realizada pelo método de predicao TEPITOPE,
considerando todos os alelos cujas matrizes de afinidade de ligagdo estavam disponiveis (Qua-

dro 2).

Quadro 2 — Alelos do HLA utilizados pelo TEPITOPE

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

Existem diversos métodos de predi¢cao de epitopos lineares, que, embora utilizem-se
de métricas diferentes para predizer epitopos, possuem acurdcia semelhante O método de predi¢ao
utilizado neste trabalho foi o TEPITOPE (STURNIOLO et al., 1999), que se baseia em matrizes
de predicdo e foi utilizado anteriormente com relatos de sucesso (PARKER et al., 2010; PARKER
et al., 2013). O TEPITOPE considera todas as sequéncias de 9 residuos contiguos (nonameros)
possivelmente criados pela clivagem de uma dada proteina e avalia a imunogenicidade desses
nonameros, por meio de matrizes de afinidade formuladas de acordo com a contribui¢do dos
aminodcidos em diferentes posicdes. Essas contribui¢des foram calculadas com base nos pocket
profiles, perfis experimentalmente definidos através das variacdes de afinidade peptideo-MHC-II
causadas pela presenca dos diferentes aminodcidos em cada uma das posi¢des do peptideo
(Quadro 3).

O valor de imunogenicidade de um peptideo é dado pela soma dos valores posicao-
aminodcido da matriz para um dado alelo de MHC-II. Para esse alelo, o TEPITOPE permite
entdo que apenas cinco residuos (valores -1.0 e 0) estejam presentes na primeira posi¢do para que
um peptideo seja considerado um epitopo. A auséncia de valores na posi¢ao 5 e 8 se dd porque
as cadeias laterais dos residuos que poderiam interagir com os aminodcidos nestas posi¢oes estdo
voltadas para a dire¢do oposta a fenda de ligacdo do MHC-II, ndo influenciando na afinidade
final da ligacgao.

Cada arquivo de predi¢ao gerado pelo TEPITOPE dispde os nonameros em ordem
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Quadro 3 — Matriz utilizada pelo TEPITOPE para calcular a afinidade peptideo-HLA

DRB1*0101
Amino acid/Position P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

A -999.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 - 0.00 | 0.00 - 0.00
D -999.00 | -1.30 | -1.30 | 240 | - | -2.70 | -2.00 | - | -1.90
E -999.00 | 0.10 | -1.20 | -0.40 | - | -240 | -0.60 | - | -1.90
F 0.00 0.80 | 0.80 | 0.08 - | -2.10 | 0.30 - | -0.40
G -999.00 | 0.50 | 0.20 | -0.70 | - | -0.30 | -1.10 | - | -0.80
H -999.00 | 0.80 | 0.20 | -0.70 | - | -2.20 | 0.10 - | -1.10
I -1.00 1.10 1.50 | 0.50 - | -1.90 | 0.60 - 0.70
K -999.00 | 1.10 | 0.00 | -2.10 | - | -2.00 | -0.20 | - | -1.70
L -1.00 1.00 1.00 | 0.90 - | -2.00 | 0.30 - 0.50
M -1.00 1.10 1.40 | 0.80 - | -1.80 | 0.09 - 0.08
N -999.00 | 0.80 | 0.50 | 0.04 - | -1.10 | 0.10 - | -1.20
P -999.00 | -0.50 | 0.30 | -1.90 | - | -0.20 | 0.07 - | -1.10
Q -999.00 | 1.20 | 0.00 | 0.10 - | -1.80 | 0.20 - | -1.60
R -999.00 | 2.20 | 0.70 | -2.10 | - | -1.80 | 0.09 - | -1.00
S -999.00 | -0.30 | 0.20 | -0.70 | - | -0.60 | -0.20 | - | -0.30
T -999.00 | 0.00 | 0.00 | -1.00 | - | -1.20 | 0.09 - | -0.20
A" -1.00 2.10 | 050 | -0.05 | - | -1.10 | 0.70 - 0.30
W 0.00 -0.10 | 0.00 | -1.80 | - | -240 | -0.08 | - | -1.40
Y 0.00 090 | 0.80 | -1.10 | - | -2.00 | 0.50 - | -0.90

Fonte: (STURNIOLO et al., 1999)
Na primeira posi¢do, quinze aminodcidos realizam uma contribui¢do muito negativa (-999.00)

para o valor total do epitopo. Para as posi¢des 5 e 8 do peptideo, qualquer residuo pode se fazer

presente.
decrescente de probabilidade de serem epitopos (Figura 9). O mesmo nonamero pode ser exibido
mais de uma vez no arquivo de predicao, se tratando entdo de um epitopo promiscuo, isto €, um
peptideo identificado como epitopo para mais de uma molécula de MHC-II. Epitopos promiscuos
sdo de especial interesse para trabalhos de desimunizagdo, devido ao seu potencial de serem
reconhecidos por um grande numero de individuos. Como epitopos diferentes se sobrepdem
independentemente em diferentes regides da sequéncia, existe também a possibilidade de um
mesmo residuo fazer parte de mais de um epitopo. Esses serdo denominados aminodcidos
promiscuos, e sao os alvos de maior interesse para problemas de desimuniza¢do por mutagénese

sitio-dirigida, por permitirem inativar mais de um epitopo com apenas uma mutagao.



Figura 9 — Representacao do arquivo de saida do método TEPITOPE

N A~ A —
6.40 38 46  YVQSNGGAI HLA-DRBI1-0701
6.40 38 46  YVQSNGGAI HLA-DRBI1-0703
6.00 99 107 MRTVTPIRM HLA-DRBI-0701
6.00 99 107 MRTVTPIRM HLA-DRBI1-0703
590 191 199 FGISNYCQI HLA-DRBI-0701
590 191 199 FGISNYCQI HLA-DRBI1-0703
5.60 230 238 FRHYDGRTI HLA-DRBI1-1502
540 57 65 FKNRFLMSA HLA-DRBI1-0817
5.10 151 159 CNGDTIPRG HLA-DRBI1-0309
5.10 151 159 CNGDTIPRG HLA-DRBI1-0301
5.00 230 238 FRHYDGRTI HLA-DRBI1-0703
5.00 230 238 FRHYDGRTI HLA-DRBI-0701
5.00 197 205 CQIYPPNAN HLA-DRBI-0817
490 183 191 CRRPNAQRF HLA-DRBI-0701
490 183 191 CRRPNAQRF HLA-DRBI1-0703
490 174 182 YRYVAREQS HLA-DRBI-0309
490 255 263 VGYSNAQGV HLA-DRBI1-0703
490 255 263 VGYSNAQGV HLA-DRBI1-0701
490 96 104 LRQMRTVTP HLA-DRBI-0410
4.80 57 65 FKNRFLMSA HLA-DRBI1-0813

Fonte: Elaborada pela autora.
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topo. 3. Posi¢do final do epitopo. 4. Sequéncia do epitopo. 5. Alelo
considerado na predigdo.

3.1.3 Destaque dos aminodcidos promiscuos

A importancia dos epitopos promiscuos estd em sua relevancia clinica. Por serem
reconhecidos por diversas moléculas do MHC-II, tem potencial para desencadear reacdes de
hipersensibilidade num conjunto diverso de pacientes. Para destacar os aminoacidos promiscuos,
isso €, quais regides possuem alta afinidade com mais de um alelo de MHC, foi realizado um
tratamento da saida do TEPITOPE, permitindo entdo a localizag¢do de regides mais indicadas para
mutacdo. De forma a localizd-los, para cada posi¢ao da proteina foi realizado o somatério dos

escores de imunogenicidade dos de todos os epitopos preditos para a mesma posicao (Figura 10).
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Figura 10 — Soma dos escores para cada posi¢cao

a 02 03
1 2 3 4 1 2 1 2
97 4 12 SDFGHKLW 1 0 1 0
90 13 21 KLPTREWC 2 0 2 0
88 14 22  LPTREWCS 3 0 3 0
84 16 24  TREWCSVA 4 97 4 97
5 97 5 97
6 97 6 97
7 97 l 97
8 97 8§ 97
9 97 9 97
10 97 10 97
n 97 n 97
12 97 12 97
1390 1390
14 90+88 B 178
15 90+88 5 18
16 90+88+84 16 262
17 90+88+84 7 262
18 90+88+84 18 262
19 90+88+84 19 262
20 90+88+84 20 262
21 90+88+84 21 262
22 B88+84 22 112
23 84 23 84
24 84 24 84

Fonte: Elaborada pela autora

Diferentes cores representam diferentes epitopos. Q1: arquivo de predi¢gdo do TEPITOPE. 1: Escore
imunogénico, 2: Posi¢do inicial do epitopo, 3: Posi¢do final do epitopo, 4: Sequéncia do epitopo. Q2:
operacdo realizada para cada uma das posi¢des de acordo com a sobreposi¢@o. 1: Posicao, 2: Escore. O escore
de cada epitopo estd marcado por uma cor diferente. Os epitopos que se sobrepdem tém seus escores somados.
Q3: arquivo em que todas as posi¢des estdo representadas com seus escores somados. 1: Posicdo, 2: Escore
de imunogenicidade final.

3.1.4 Discernimento de regides imunogénicas

A spline € uma fun¢do definida em intervalos continuos utilizando polindmios, capaz
de simplificar fun¢gdes complexas de maneira acurada que varia de acordo com o nimero de
intervalos (nds) em que sdo divididos os dados e o grau do polindmio utilizado para representar
as secoes (Figura 11). Nesse trabalho, os dados somados obtidos na estratégia anterior foram
divididos. O nimero de nds para uma sequéncia de L aminoécidos € de L/16, ou seja, cada faixa

de L/16 aminodcidos a sequéncia € interpolada por uma spline cubica.
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Figura 11 — Variagdo da spline de acordo com o nimero de nds utilizados
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Fonte: (SMITH, 1982)
Um conjunto de dados complexo pode ter seu comportamento descrito por uma spline. 1. e 2. Um nimero

muito grande de nds divide o espagco amostral em intervalos muito pequenos e cria uma fungdo sobreajustada,
que ndo cumpre seu objetivo de suavizar os dados. 3. e 4. Conforme o niimero de nds € ajustado ao 6timo para
aquele conjunto de dados, surge uma curva que permite descrever de maneira simples e eficiente os dados
analisados.

3.2 Avaliacao da Predicao de Epitopos

Foram utilizadas trés estratégias de predicao: (i) TEPITOPE (3.1.2), (ii) somatdrio
das regides sobrepostas (Somatoério, 3.1.3) e (iii) suavizacdo do somatério (Suavizacdo, 3.1.4).
Os dados experimentais obtidos anteriormente foram utilizados para analisar quantitativamente
como esses comportamentos se traduziam para as proteinas analisadas. Nas saidas dos trés
métodos de predicao os epitopos sdo dispostos de maneira decrescente, ou seja, os peptideos
mais imunogénicos sao os primeiros apresentados no arquivo de saida.

Cada método teve seu erro na predi¢do do epitopo calculada da seguinte forma: o
erro atribuido para um epitopo € dado soma de todas as posi¢des apontadas pelo método até a
identificagc@o do epitopo correto e o erro total do método € a soma do erro de todos os epitopos

(Figura 12).
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Figura 12 — Método de contagem de erros
Ql

M1l M2
Q2
M1: 1+1+2+3+4+5 = 16

M2: 1+2+1+2+3+4 13

o B~ W N =
o B W N B

6 6
Fonte: Elaborada pela autora.
Q1: arquivos de predi¢do de dois métodos, M1 e M2. Q2: somatério de

todas as posi¢des apontadas por este método até a identificagcao do epitopo
correto.

Como na Suavizagao (subse¢do 3.1.4) apenas alguns dados do conjunto avaliado
sdo considerados na construcdo da curva, o tamanho da faixa interpolada pela spline ctbica foi
gradualmente reduzido até que em média, 75% das posi¢Oes fossem apresentadas no arquivo de
predicdo avaliado. As demais posi¢des foram diretamente copiadas do TEPITOPE e adicionadas

a esse arquivo.

3.3 Algoritmo genético para desimunizacao de proteinas

3.3.1 Conceito

O objetivo principal dos algoritmos de otimizacdo consiste em encontrar a melhor
solucdo dentro de um conjunto de solugdes possiveis. A qualidade de uma solugdo € dada pelo
valor que ela apresenta diante de uma funcio de avaliagdo, e sua viabilidade € dada por um
conjunto de restri¢des.

Algoritmos evoluciondrios sdo procedimentos de otimiza¢ao que buscam as melhores
solugdes possiveis para o problema proposto partindo de um conjunto de solugdes iniciais e
gerando, sucessivamente, novas solu¢des mais adequadas (XINJIE; MITSUO, 2010). Um dos
mais utilizados algoritmos de otimizacao é o Algoritmo Genético (AG) inspirado pela teoria da
evolucdo pela selecao natural proposta por Darwin e Wallace (HOLLAND, 1975)).

Uma simulacdo de AG se inicia com um conjunto de representacOes abstratas
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de solugdes candidatas ao problema, denominadas individuos, que serdo avaliadas, mutadas,
recombinadas, e finalmente selecionadas de forma a gerar um novo grupo de solu¢des em um
processo que serd repetido quantas vezes forem necessdrias até que se atinja o objetivo final. Nas
secOes seguintes, serdo descritos os conceitos basicos de AG e como foram implementados neste

trabalho.
3.3.2 Individuo e Populacdo

Cada possivel solugdo para o problema é denominada, isoladamente, de individuo.
Neste trabalho, o individuo € a estrutura primaria da proteina que se almeja desimunizar. Por
analogia, o conjunto de individuos é denominado populagcdo que, por consequéncia, representa a
totalidade de solucdes candidatas (Figura 13).

Embora o tamanho mdximo da populagao seja constante, a composi¢cdo da populagdo
muda ao longo das geracdes conforme individuos mais adaptados s@o criados. Nesse trabalho
utilizou-se uma populacdo p = 700 individuos. Para inicializar o algoritmo, necessita-se de um
conjunto de solu¢des prévias, denominadas populacdo inicial, que neste trabalho, consiste em

po = 100 copias iguais da sequéncia-alvo.

Figura 13 — Populagdo em um algoritmo Genético de Desimunizagao

Individuo A —  MERIKELRNLMSQSRTREILTKTTVDHMAIIKK
Individuo B — MERIKELRNLMSQSRTREILTKTTVDHMAIIKK
Populacdo {

Individuo Z — MERIKELRNLMSQSRTREILTKTTVDHMAIIKK

L

Fonte: Elaborada pela autora
Populagéo de tamanho 26, cada individuo é uma sequéncia de amino4ci-

dos.

3.3.3 Aptidao

Cada individuo possui uma aptiddo que reflete sua qualidade relativa como potencial
solucdo do problema permitindo que o AG, ao final de sua execucdo, discrimine os melhores da
populagdo. A escolha de uma fungao de aptidao acurada € de fundamental importancia para o
sucesso de um AG, pois ela € o critério que determina o sucesso reprodutivo de cada individuo: a
cada geracdo os individuos com melhor aptiddo sio os escolhidos para permanecer na populagao

em um processo andlogo ao de sele¢ao natural.
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Neste trabalho, a aptidao de cada individuo consiste na soma dos epitopos de maior
escore imunogénico da sequéncia e, quanto menor esse valor, melhor o individuo. O método
de predicao utilizado foi a Suavizacio (subsecdo 3.1.4). Os epitopos que possuem escore entre
0s 20% maiores eram considerados para o cdlculo de imunogenicidade e para definir quais os
pontos propicios a mutacdo. Esse limite foi escolhido pois direciona o algoritmo genético a

modificar os epitopos mais influentes na imunogenicidade total da proteina.

3.3.4 Restricoes

Enquanto a funcao de aptidao € o critério que determina a qualidade de um individuo
frente aos demais da populagdo, permitindo encontrar as melhores solucdes, uma restrigdo €
uma func¢do que determina a viabilidade de um individuo. Uma restri¢do é, portanto, um critério
que deve ser atendido de antemao por um dado individuo e delimita, para a populacdo, o espago
de solucdes vidveis.

Para este AG, uma solucdo € 6tima se possui imunogenicidade igual a zero. Entre-
tanto, a partir da sequéncia original, podem-se propor diversos mutantes com imunogenicidade
zero cuja conformagao tridimensional nao € fisicamente possivel. Para o problema de desimuni-
zacdo s6 interessam mutantes de menor imunogenicidade cujas estruturas tercidrias sejam livres
de colisdes estéricas.

Para cada posi¢ao imunogénica, sdo gerados 20 mutantes, cada um com um ami-
noécido diferente. Como um epitopo possui 9 residuos, sdo gerados 9 x 20 = 180 sequéncias
possiveis. A estabilidade desses mutantes € avaliada em funcdo de sua energia livre AG, pelo
FoldX. O FoldX calcula a energia livre € utilizando um campo de forgas empirico e o valor final
de AG depende das energias relacionadas a: for¢cas de Van der Waals, grupos polares, grupos
apolares, ligacdes de hidrogénio e grupos carregados.

O AG de cada um dos mutantes € comparado com o AG da proteina selvagem e aqui
se consideram estruturas tercidrias possiveis aquelas cujo AAG mutante-proteina se situa entre
-0.5 kcal/mol e 0.5 kcal/mol, uma vez que a mutacao ndo deve afetar a estabilidade da proteina

selvagem, prejudicando sua viabilidade (Figura 14, Equagao 3.1).
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AG,,
Py —— Py

AGy,
Puuw —"— Puny

El

AAG = AG,, — AGy, (3.1)

P = proteina, w = selvagem, m = mutado, u = desenovelado, f = enovelado, AG = energia livre de Gibbs, A =

variagao

Figura 14 — AG em kcal/mol de duas estruturas de acordo com o FoldX

Proteina Original Mutante W3H

AG=7.00981 AG=10.6622

Fonte: Elaborada pela autora (PDB: 2N8O).
O AAG entre a proteina original e a mutada impede que a mutacdo W3H seja conside-

rada uma alternativa vidvel, uma vez que a diferenca ultrapassa o limite de 0.5 kcal/mol
estabelecido.

3.3.5 Operadores Genéticos

Os operadores genéticos permitem gerar um novo individuo a partir individuos pré-

existentes na populacao sendo, portanto, os responsdveis por guiar a populagcdao em dire¢do ao
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6timo. Sdo trés os operadores genéticos utilizados nesse trabalho: sele¢do parental, recombinagao

€ mutacao.

3.3.5.1 Mutagdo

A mutagdo € o operador genético que serve para inserir € manter variabilidade na
populagdo. Andlogo a mutag@o bioldgica, o operador genético de mutacdo consiste em uma troca
pontual de um dos aminoécidos da sequéncia (Figura 15).

Neste AG as mutacdes sdo feitas sob as seguintes condi¢des: (i) posicao da mutagdo
estd contida na lista de posi¢des imunogénicas (subsecao 3.3.2) e (ii) aminodcido inserido nessa
posi¢do ndo prejudica a estabilidade da proteina, calculada pelo software FoldX (subsegdo 3.3.4).

Dentre as possiveis mutagdes que atendem a esses critérios, uma delas € escolhida aleatoriamente.

Figura 15 — Exemplo de mutac¢do considerando o conjunto de mutagdes estaveis

A G |0u V mutacoes

estaveis

A¥ ]

Fonte: Elaborada pela autora
Nesse exemplo, o epitopo TREILKTT tem suas posi¢des contidas na

lista de posi¢cdes imunogénicas e dentre essas seu quinto residuo (ami-
nodacido L) foi aleatoriamente escolhido para mutacido. De acordo com
a avaliacdo de estabilidade de muta¢@o, os mutantes L5SA, L5G, L5 e
L5V sdo estdveis, estando assim na lista de mutagdes permitidas. Desse
modo, o operador genético escolheu uma mutagéo aleatdria (V) da lista
de mutacdes permitidas, gerando uma nova sequéncia.

3.3.5.2 Recombinagdo

Embora a mutacdo seja o inico operador a introduzir novas caracteristicas, a maior
parte da diversidade de uma populacdo advém da recombinacdo de caracteristicas pré-existentes
em individuos. Essa diversidade € originada pelo uso do operador de recombinag¢do, na qual
partes diferentes de duas solucdes existentes sdo unidas de modo a produzir uma nova sequéncia

que potencialmente possua as melhores caracteristicas das solugdes originais (Figura 16).
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Figura 16 — Exemplo de operagdo e crossover realizada entre duas sequéncias A e B

A I S

T T

1 . A2

A
I — ———

¢ B2
.
\ T Jul T J
Al . B2
B* I .
\ T l.I T J
Bl A2
Fonte: Elaborada pela autora
O operador de recombinacdo comeca com a sele¢do de dois individuos
A e B da populagdo, denominados parentais. Uma posi¢do da sequéncia
¢ escolhida aleatoriamente e os parentais sdo ‘cortados’ nessa posicéo,
resultando em duas subsequéncias (Al e A2, Bl e B2). Dois novos

individuos, chamados filhos, sdo entdo gerados pelas combinacdes lineares
de A1+B2 e B1+A2.

T

Bl

Cada um dos filhos tem sua estabilidade verificada pelo FoldX; caso ndo atendam ao
critério de inclusdo (-0.05 < AAG < +0.05), sdo descartados do algoritmo. Cada um dos filhos
tem também sua imunogenicidade avaliada. O melhor filho dentre os dois gerados € utilizado

para dar prosseguimento ao AG.

3.3.5.3 Selecao parental

A selecdo parental € o processo pelo qual sdo escolhidos que individuos da populagado
serdo mutados e recombinados para gerar os individuos da geracdo seguinte. As trés formas mais
comuns de se selecionar os parentais sdo aleatdria, roleta ou torneio

A selecdo aleatdria consiste em escolher um ou dois individuos aleatérios da popula-
¢do, que sdo selecionados para as operacdes de mutacdo e recombinagdo, respectivamente. Essa
metodologia falha ao ndo discriminar individuos mais aptos dos menos aptos, nao otimizando o
custo computacional do algoritmo e possivelmente aumentando o nimero de ciclos necessarios
para atingir o critério de parada estabelecido.

Na roleta, a chance de um individuo ser selecionado é proporcional ao seu valor de
aptidao. Esse método, se aplicado a uma populagdo com, ao menos, um individuo de aptidao
consideravelmente superior aos demais, diminui a diversidade populacional ao longo dos ciclos,

uma vez que tal individuo seria selecionado com frequéncia, deixando descendentes com suas
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caracteristicas na maior parte das geragdes (Figura 17).

Anélises preliminares do AG construido indicavam que uso da sele¢ao por roleta
traria problemas de diversidade, o que poderia ocorrer devido a presenca de individuos cuja
aptiddo superava muito a dos demais. Desse modo, nesse trabalho foi utilizada a sele¢do por
torneio; para este caso, dois individuos eram selecionados aleatoriamente da populacao (100
individuos) e o melhor deles era considerado o parental A, e a mesma operagao se repetia para
selecdo do parental B.

Figura 17 — Selecao proporcional a aptidao
A A

0 :
E

Fonte: Elaborada pela autora

Esquerda: todos os individuos A-H tem valores adaptativos semelhantes.

Direita: o individuo F tem aptiddo muito maior que os demais.

3.3.6 Substituicao parental

Como consequéncia das operagdes de recombinacio e mutagdo, o nimero de sequén-
cias aumenta momentaneamente e substitui¢des devem entdo ser realizadas para que a populacdo
retorne ao seu tamanho original. Caso o valor de imunogenicidade calculado para o filho seja
inferior ao de alguma sequéncia contida na populagdo, esta sequéncia € substituida e o ciclo

recomega (Figura 18).
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Figura 18 — Substituicao de sequéncias
Populacdo Imunogenicidade Nova Populacao Imunogenicidade

A 130 A 130
B I 1 B
. e 3 [ [ E— (150
) - D I 153

E 170

[N e (180

Novo Individuo

e oo (150 —

Fonte: Elaborada pela autora
Sequéncias com escores de imunogenicidade maiores sdo gradualmente substituidas por aquelas de menor

imunogenicidade. No esquema acima o individuo F possui imunogenicidade menor quea de alguns individuos
da populacio, sendo entdo incorporado. O individuo E de maior imunogenicidade é descartado de forma que
a populagdo continue do tamanho original.

3.3.7 Convergéncia e Populacdo Final

De maneira geral, os valores de aptidao dos individuos de um algoritmo genético
tendem a convergir apés um dado nimero de geracdes. A convergéncia acontece quando o valor
de imunogenicidade ndo decresce significativamente ao longo de um considerdvel niimero de
geracoes. O nimero de ciclos necessario para atingir a convergéncia depende do problema e
dos parametros utilizados na constru¢do do AG como: variedade da populacdo inicial, taxa de
mutacdo, taxa de recombinagdo, tamanho da populagdo. No AG construido o critério de parada
permaneceu associado ao alcance da convergéncia e caso um nimero estabelecido n de ciclos
nao fosse suficiente para chegar a essa convergéncia, o algoritmo era reiniciado partindo da

geragao n.
3.3.8 Funcionamento do AG

O algoritmo se inicia com uma populacio de 100 individuos? cuja aptiddo, agora
denominada imunogenicidade, € calculada como a soma dos epitopos cujo escore estd entre os
20% maiores’. Caso o critério de parada nio seja atendido* , parentais sdo selecionados por
um torneio’ a fim de serem recombinados e gerarem filhos® . O melhor desses filhos &, entdo,
encaminhado para a funcdo de mutacdo, onde uma posi¢ao terd seu aminodacido mutado por

i bilidade d fna’ ao dimi lor d
outro que permita manter a estabilidade da proteina’ e caso essa mutagdao diminua o valor de

imunogenicidade do filho, ele passa a incorporar a populacido do AG, substituindo uma sequéncia
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de imunogenicidade maior®. Esse ciclo se repete até que o critério de parada estabelecido seja

atendido® e entéio o AG é finalizado'” (Figura 19).

Figura 19 — Fluxograma de funcionamento do AG
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9
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Fonte: Elaborada pela autora
Resumo das operacdes realizadas pelo algoritmo genético de desimunizacdo desenvol-

vido em que bordas arredondadas indicam pontos de inicio ou fim do algoritmo, os
retdngulos contém processos executados e o losango uma decisdo feita com base em
uma condig¢io.

3.4 Softwares Utilizados

A sequéncia da L-asparaginase utilizada neste trabalho € uma de Bacillus subtilis
e foi fornecida por um grupo de pesquisa da Fiocruz Ceard. A L-asparaginase do tipo II de
Bacillus subtilis foi previamente caracterizada por outros grupos, sendo uma proteina tetramérica
com pouca atividade glutaminésica (ONISHI et al., 2011; FENG et al., 2017). Para realizagdo
da predicdo inicial foi utilizada uma implementacdo do TEPITOPE em Python. Os testes
estatisticos T e ANOVA foram automatizados utilizando o médulo Scipy (versdao 1.0.0), do
Python. Os graficos foram produzidos utilizando os médulos Matplotplib (versao 2.1.0) e Numpy
(versdo 1.13.3). O software VMD (versao 1.9.3) foi utilizado para visualizagc@o das estruturas e
mapeamento dos epitopos. O cédigo utilizado para mutacgdo, escrito em Python, foi adaptado

pelo grupo e utiliza o software Modeller (versao 9.17).
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O mapeamento de imunogenicidade feito pelo VMD ¢é realizado de forma automa-
tizada por um cédigo em TcI\Tk desenvolvido pela autora. Este cddigo compartimentaliza os

valores de imunogenicidade em 10 faixas de cores linearmente proporcionais (Figura 20).

Figura 20 — Gradiente de imunogenicidade utilizado para visualizacdo no VMD

epitopos mais
imunogénicos

epitopos menos
imunogénicos

Fonte: Elaborada pela autora (estrutura obtida do PDB: 2N8O).
Os epitopos presentes na estrutura de proteina sao identi-
ficados de acordo com a escala colorimétrica de imuno-
genicidade. Os epitopos mais imunogénicos tem cores
mais avermelhadas e os menos imunogénicos sdo aqueles
em amarelo. Regides em branco ndo tiveram epitopos
apontados pelo método de predicdo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo desse trabalho foi desenvolver ferramentas computacionais para desimu-
niza¢do de proteinas e aplicd-las a uma sequéncia de L-asparaginase de Bacillus subtilis. Para
isso foi realizada (i) a predicdo in silico de epitopos da sequéncia através de uma modificacdo
do método TEPITOPE, (ii) a identificagdo dos aminodcidos promiscuos e (iii) a utilizagao de

algoritmo genético para a desimuniza¢do da sequéncia de L-asparaginase.

4.1 Avaliacao da Imunogenicidade
4.1.1 Predigcdao do TEPITOPE

A predicao da imunogenicidade a partir da sequéncia € utilizada para identificar
epitopos que ndo tenham sido determinados experimentalmente. O método TEPITOPE (sub-
secdo 3.1.2), cuja saida aponta nonameros e seus escores de imunogenicidade para diferentes
alelos do MHC-II, foi escolhido para este trabalho por ja ter sido amplamente empregado na
identificacdo de epitopos em outros trabalhos (BRENNAN et al., 2010; DROUIN et al., 2013;
GUPTA et al., 2011). Um método de predic@o de epitopos ideal € capaz de discriminar os diver-
sos nonameros avaliados atribuindo-lhes escores de imunogenicidade contrastantes. Existem
dois problemas com 0 modo como os resultados sdo apresentados por esse método: os escores
atribuidos para diferentes epitopos sdo muitas vezes semelhantes e o método atribui o0 mesmo
escore a todos os aminoécidos de um peptideo. Os dados obtidos do TEPITOPE nao apontam
com clareza as regides mais imunogénicas, pois atribui valores proximos a grande parte dos

epitopos (Figura 21).
Figura 21 — Predi¢dao do TEPITOPE para a proteina P18884.1

1.0 4 | T
=y
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Sequéncia
Fonte: Elaborada pela autora
T: escores do TEPITOPE. E: epitopo identificado experimentalmente. Escores de imunogenicidade do

TEPITOPE normalizados e atribuidos para cada uma das posicdes iniciais dos epitopos identificados. Pode-se
observar uma baixa distribuicao nos escores atribuidos a maioria dos epitopos.

Esse método atribui a todos os residuos de um peptideo o mesmo escore e, mesmo
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utilizando apenas os nonameros de maior escore apontados pelo TEPITOPE, € impossivel
identificar os aminodcidos promiscuos da sequéncia. Surge entdo uma dificuldade em encontrar
os residuos mais propicios a sofrer mutagdo em uma abordagem de desimunizagdo (Figura 22). A
identificac@o de alguns aminodcidos promiscuos permite trabalhar com um conjunto reduzido de
posicdes-chave para a desimunizacdo e aumenta as chances de sucesso das proteinas propostas,
uma vez que um menor nimero de mutagdes tem menor potencial de impacto na estabilidade da
proteina. Logo, ao invés de utilizar a saida padrao do TEPITOPE, os dados obtidos a partir da

saida padrao do TEPITOPE foram adaptados para o evidenciar os aminodcidos promiscuos.

Figura 22 — Epitopos identificados pelo TEPITOPE para a L-asparaginase de Bacillus subtilis

7] . L-asparaginase

Escore
|

Sequéncia

Fonte: Elaborada pela autora.
Diferentes epitopos da sequéncia de L-asparaginase foram coloridos com diferentes cores. O arquivo de saida

do TEPITOPE atribui a todos os aminodcidos de um peptideo o mesmo escore de imunogenicidade. Existem
epitopos quese sobrepdem em muitas posi¢des.

4.1.2 Avaliacdo do Somatorio

A primeira estratégia adotada foi a realiza¢do do somatério dos escores de aminoa-
cidos contidos em sobreposi¢des de epitopos, o que permite destacar os epitopos promiscuos
(subsec¢do 3.1.3). Entretanto, a distribuicdo no niimero de falso-positivos € pior para a estratégia
do Somatorio que para o método TEPITOPE (Figura 23). Sdo pelo menos 147 erros contabiliza-
dos na identificacdo de 50% dos epitopos identificados pelo TEPITOPE e alguns dos epitopos

sao identificados ap6s um ndmero de erros muito superior ao do TEPITOPE.
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Figura 23 — Distribui¢do de Erros no Mapeamento de Epitopos
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Fonte: Elaborada pela autora
Para o método TEPITOPE, 50% dos epitopos sdo identificados apds pelo

menos 58 erros. Para a soma dos escores do TEPITOPE, o nimero de
erros € ainda maior para 50% dos epitopos, pelo menos 147 erros e a
variacdo € a maior dentre as estratégias analisadas. TEP = TEPITOPE,
SUM = Somatério.

Possivelmente, isso ocorre porque, mesmo apds o Somatorio, existem posi¢oes de
baixa imunogenicidade localizadas entre dois picos obtidos pelo somatério e regides indistintas
em que muitos epitopos se sobrepdem uns aos outros em cadeia. Essa diminuicao nos escores
entre dois valores altos pode dificultar a definicao de onde comecga e termina um epitopo de
interesse, ndo sendo possivel discriminar com clareza regides de interesse para desimunizagdo
(Figura 24).

Figura 24 — Predi¢do do somatdrio para a proteina P18884.1
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Fonte: Elaborada pela autora
T: escores do TEPITOPE. ¥ : somatdrio dos escores do TEPITOPE. E: epitopo identificado experimentalmente.

Somatério dos epitopos sobrepostos normalizado em comparacio aos dados do TEPITOPE normalizada.
Algumas regides foram destacadas, porém em outras ainda € dificil discriminar aminoacidos de maior
importancia para desimunizagao.

Esses problemas combinados resultam em uma dificuldade na escolha da melhor
posicdo para a desimunizagdo e diminuem a confiabilidade dessa escolha. Além disso, essa
variabilidade foi observada nas predi¢des para diversas proteinas, 0 que apontou espago para

melhorias no método. Tentou-se eliminar essa indiscriminacao de epitopos e ndo-epitopos ainda
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presentes com o método Suavizagdo.

4.1.3 Avaliacdo da Suavizacdo

A decisdo pela aplicacdo de um método de suavizacgdo teve como objetivo identificar
as regides de epitopos promiscuos. A escolha da spline como forma de suaviza¢io dos dados se
deu pelo extenso uso dessa abordagem quando se lida com dados complexos cujo comportamento
pode ser explicado por fun¢des mais simples. ApOds essa etapa os dados obtidos mostram
variagOes graduais na pontuagdo imunogénica das posi¢des ao longo da sequéncia (Figura 27).

Figura 25 — Predicdo da suavizagdo do somatorio para a proteina P18884.1
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Fonte: Elaborada pela autora
Suavizacio normalizada do somatério em face da localiza¢do do epitopo experimental. ) : somatdrio dos

escores do TEPITOPE. S: suavizacdo do somatério dos escores do TEPITOPE. E: epitopo identificado
experimentalmente.

A distribui¢do no numero de falso-positivos apontados para a Suavizagao € significa-
tivamente menor que os do TEPITOPE e os do Somatério (Figura 26). Dos erros cometidos pela
Suavizagdo, 75% estavam na faixa de 0-56.0, enquanto quase 50% dos erros método TEPITOPE
e apenas 25% dos erros cometidos pelo Somatério se encontravam nessa faixa. O resultado
obtido € estatisticamente significativo e confirma que a estratégia de soma e suavizacdo de

escores do TEPITOPE € capaz de identificar aminodcidos promiscuos e seus epitopos.
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Figura 26 — Erros no Mapeamento de Epitopos
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Fonte: Elaborada pela autora
Distribui¢do no nimero de falso-positivos apontados para todas as proteinas do conjunto

teste se¢do 3.2. TEPITOPE = TEPITOPE, SUM = Somatdério, spline = Suavizagdo. p <
0.0001

A suavizacdo permite uma visualizacdo mais clara das regides imunogénicas em que
poucos epitopos ultrapassam um escore de 0.4 e impde uma hierarquia mais definida entre os
aminodcidos promiscuos (Figura 27.2).

Quando esses dados sdo comparados aos da predi¢do do TEPITOPE torna-se evidente

a superioridade da Suavizacao em discriminar epitopos e apontar aminodcidos promiscuos.

Figura 27 — Predi¢do da suavizacdo somatdrio para a proteina P18884.1
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Fonte: Elaborada pela autora
Y': somatério dos escores do TEPITOPE. S: suavizacio do somatério dos escores do TEPITOPE. E: epitopo

identificado experimentalmente. Acima: predi¢do do TEPITOPE em face da localizagdo do epitopo experi-
mental. Abaixo: suavizacdo normalizada do somatério em face da localizag@o do epitopo experimental. Apds
a Suavizacdo o epitopo experimental corresponde ao quarto epitopo predito.
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O método de suavizagdo do somatério de epitopos identificados pelo TEPITOPE é
uma estratégia de predi¢do de epitopos inovadora em seus principios. Ao realizar o somatério
atribuindo a aminodcidos contidos em diferentes epitopos o valor de imunogenicidade pertencente
a aos epitopos em questdo, unindo predi¢des feitas para diferentes alelos do MHC-II humano
se pode estabelecer um escore de imunopromiscuidade desses aminodcidos. A suavizagao
desses valores de imunopromiscuidade permitiu discriminar residuos imunogénicos e diminuir
o alto nimero de falsos-positivos que ainda se observava para o método do somatoério. Essa
reducao de falsos positivos € de extrema relevancia, uma vez que esforcos de desimunizagao
por mutagénese perdem sua eficiéncia ao realizar muta¢des em peptideos que nao sao apontados
como imunogénicos experimentalmente.

De posse da melhor ferramenta de predi¢do de epitopos promiscuos avaliada, a
Suavizacao foi aplicada na avaliacdo de imunogenicidade de proteinas realizada pelo algoritmo

genético de desimunizacao.

4.2 Desimunizaciao

O propésito do trabalho foi construir um algoritmo genético de desimunizagao de
proteinas capaz de apontar mutantes de menor imunogenicidade e com estabilidade compardvel a
da proteina original. A populacdo era de 100 individuos e a imunogenicidade foi calculada como
a soma dos 20% piores epitopos encontrados pelo método da Suavizacdo. Devido a restrigao
de epitopos considerados para o calculo da imunogenicidade, as mutacdes realizadas pelo AG
s6 ocorreram em trés regides da sequéncia da proteina, onde se encontravam os trés epitopos
mais imunogénicos na sequéncia de L-asparaginase utilizada, sendo eles Ep30: residuos 30 a 39,

Ep140: 140-149 e Ep175: 175-184 (Figura 28).
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Figura 28 — Posi¢des escolhidas para muta¢iao e mutagdes mantidas na populagcao
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Fonte: Elaborada pela autora
E: mutacdes escolhidas. M: mutacdes mantidas. Apenas trés regides se enquadravam entre

as 20% mais imunogeénicas da protefna, portanto, as operagdes de mutacio realizadas pelo
AG aconteceram apenas nessas regides. Muitas vezes as mutagdes escolhidas ndo eram
mantidas por ndo gerar diminuicdo na imunogenicidade da sequéncia.
Partindo da sequéncia original, cuja imunogenicidade somava 487.85. Foram obtidos
mutantes pontuais (3), duplos (6), triplos (9) e quadruplos (2) entre os vinte primeiros da
populacdo final e a maior imunogenicidade dentre esses foi de 193.18. Esses resultados foram

obtidos apds trezentas geracdes. A evolugcdo do AG e a imunogenicidade calculada para a

proteina de menor imunogenicidade é de 177.87 (Figura 29).
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Figura 29 — Evolucdo do Algoritmo Genético de acordo com a imunogenicidade do

melhor individuo a cada geracao
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Fonte: Elaborada pela autora
A: O valor de imunogenicidade do melhor individuo esta representada para cada geracdo (ciclo) de execucio

do algoritmo genético e foi reduzida pela metade em menos de cinquenta ciclos. A partir dai as reducdes
levaram um nimero maior de ciclos para ocorrer. B: Esquerda: representacdo estrutural da L-asparaginase
selvagem com epitopos mais imunogénicos em vermelho mais forte. Direita: representacdo estrutural do
triplo mutante com redu¢@o da imunogenicidade em Ep30 e Ep175.

Ao final dos trezentos ciclos, o melhor individuo da populagao conta com trés
mutacdes e tem RMSD de 0.01A em relacdo a proteina selvagem. A semelhanca entre a estrutura
da proteina selvagem e a do triplo mutante € confirmada pelo baixo valor de RMSD entre elas
(Figura 30). O AAG em relagdo ao da proteina selvagem é de -0.2935 kcal/mol.

Com 300 ciclos, o AG nao foi capaz de desimunizar o Ep140 de maneira a gerar
um individuo estdvel e de imunogenicidade menor que os demais individuos da populagao.
Possiveis solugdes para isso incluem variacdes no tamanho da populagao e alteracdes no nimero
de mutagdes e recombinacgdes executados por ciclo nos Ep30, Ep140 e Ep175. Por outro lado,
caso ndo sejam encontrados mutantes que conciliem a desimunizagdo dos trés epitopos, isto
pode ser um indicativo da possivel importancia dos residuos do Ep140 para a manuten¢do da

estabilidade da proteina. Uma estratégia para investigar o papel desse residuo seria intensificar a
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Figura 30 — Sobreposicao das estruturas de L-asparaginase de B. subtilis selvagem e mutada

Fonte: Elaborada pela autora
Branco: proteina selvagem. Laranja: proteina selvagem. (RMSD: 0.01A,
AAG = -0.2935 kcal/mol)
busca local, realizando todas todas as mutagdes possiveis no epitopo dessa regido e avaliar seu
impacto na estabilidade e na imunogenicidade da proteina.
O segundo melhor mutante possui duas mutagdes e uma diferenca de 3.62 no valor

de imunogenicidade em rela¢do ao melhor individuo. Os mesmos dois epitopos foram eliminados

e a diferenca de RMSD também € de 0.01A, e 0 AAG é de -0.1924 kcal/mol (Figura 31).

Figura 31 — Mapeamento de epitopos em L-asparaginase de B. subtilis mutada em duas posi¢oes

Fonte: Elaborada pela autora
Esquerda: proteina selvagem. Direita: duplo mutante com reducdo da imunogenicidade nas regides dos

residuos Ep30 e Ep175.

Analisando a composicdo da populacio € possivel observar que a reducdo no valor
de imunogenicidade ndo € diretamente proporcional ao nimero de mutacdes. Os valores de
imunogenicidade e o nimero de mutagdes dos vinte melhores individuos ap6s 300 geracdes do
algoritmo permitem confirmar esse resultado (Quadro 4). Os individuos J e K da populagao
contam com quatro mutacdes € estdo abaixo de individuos com uma tnica mutagdo como G e H.

Foi ainda avaliada a evolu¢do da populagdo ao longo de 200 ciclos adicionais
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Quadro 4 — Vinte primeiras sequéncias da populagao final

Individuo | Imunogenicidade | Nimero de Mutacdes
177.87248984 3
181.49769884
183.26250277
183.66992506
184.39497231
184.92853651
188.65251089
188.65251443
189.74914442
189.74914442
189.74954005
190.91199435
190.91199552
190.91199552
192.21781727
192.21781727
192.97533395
192.97533395
192.97533395
193.18369711

Fonte: Elaborado pela autora
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(totalizando 500 ciclos) para estabilizar e confirmar a composi¢ao da populacgao final. Apenas
no 438° ciclo foi encontrado um individuo de menor imunogenicidade. Embora esse novo
mutante contenha quatro mutacdes, a diferenca entre a imunogenicidade do mutante triplo e a
deste novo individuo é de apenas 2.249 x 1075, O maior niimero de mutacdes e a diferenca
desprezivel de imunogenicidade podem ndo justificar a substituicio do mutante triplo pelo
mutante quiadruplo uma vez que cada nova mutagdo pode estar localizada em um sitio importante
para atividade enzimatica da proteina. Essa perturbacdo no sitio ativo s6 poderia ser verificada
experimentalmente.

Os mutantes sugeridos pelo algoritmo genético devem passar por outras etapas de
avaliacdo in silico, como avaliacdes de dindmica molecular, de forma a estudar a interagdo do
tetrametro de L-asparaginase com seu substrato, L-asparagina, e também sua interacdo com
MHC-IIs disponiveis no banco de proteinas PDB. Confirmada a desimuniza¢do e mantida
a interacao proteina-substrato a proteina deve ser entdo expressa, purificada, caracterizada e
submetida a imunoensaios.

Quando comparado com outro trabalho de desimunizacao in silico de L-asparaginases
(RAMYA; PULICHERLA, 2015), o protocolo aqui desenvolvido tem como vantagens o em-
prego de todos os alelos disponiveis para predicdo no TEPITOPE e a melhoria no método de

predicao de imunogenicidade utilizado. Adicionalmente, pelo que indicam os dados expostos por
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RAMYA; PULICHERLA (2015), apenas a regido mais imunogénica de cada L-asparaginase foi
considerada para desimunizagdo apesar da presenca de muitos outros peptideos com escore de
imunogenicidade proximos. Além disso, ainda no trabalho de RAMYA; PULICHERLA (2015),
ndo sdo descritos o nimero de mutagdes avaliado para uma dada posicao e nem quantas posi¢des

imunogénicas tiveram seus mutantes avaliados.

4.3 Ferramentas Desenvolvidas

As ferramentas aqui desenvolvidas objetivam automatizar a geracio de dados a partir
de um grande nimero de sequéncias, assim como a avalid-los. Isso permite que esses programas
utilizem dados gerados por estratégias de alta vazao (high troughput) e auxiliem trabalhos de
engenharia de proteinas.

A Suavizagdo é um método capaz de identificar com acuricia epitopos lineares de
linfécitos T e que funciona pela busca de aminoédcidos promiscuos em uma sequéncia de proteinas,
podendo ser utilizado para quaisquer sequéncias e modificado para receber informagdes de outros
métodos de predicao de epitopos.

O algoritmo genético desenvolvido para este trabalho foi feito para desimunizar
qualquer proteina de cadeia tnica. Ele pode, ainda, ser modificado para atender a outros objetivos
como aumento de termoestabilidade, interacdes proteina-proteina, afinidade enzima-substrato,
sendo necessdrias apenas a integracdo de modulos correspondentes a esses objetivos e a alteragdo
da funcdo de aptiddo utilizada.

O AG apresenta espago para melhorias em seus parametros e constru¢ao, como:
congelamento das posi¢des do sitio ativo como imutéveis (caso conhecidas), adicao de outros
métodos de predicdo de imunogenicidade, realizacdo de mutacdes em cada sitio imunogénico
a cada geracao, insercao de um operador de busca local, incorporacao de outras funcoes de

avaliacdo de imunogenicidade e paralelizac¢do do algoritmo.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho partiu de uma revisdo dos métodos de predicao de epitopos ligantes ao
MHC-II e realizou avaliacdes do método TEPITOPE com o objetivo de encontrar os epitopos
reconhecidos por um grande nimero de alelos de MHC-II. Para tanto foi necessario introduzir o
conceito de aminodcido promiscuo e o método Suavizagdo, que foi desenvolvido para atender
a essa necessidade, demonstrou acuricia significativamente maior que os demais métodos
analisados.

Os resultados do método Suavizagao foram utilizados para mapear epitopos presentes
em uma L-asparaginase de Bacillus subtilis, o que permite ao método ser aplicado para outras
proteinas.

O algoritmo genético de desimunizagdo de proteinas aqui desenvolvido foi capaz
de gerar um grande nimero de mutantes de L-asparaginase estdveis € menos imunogénicos, de
acordo com os parametros in silico empregados. Dentre os mutantes propostos ao fim de 300
ciclos, o melhor individuo possuia imunogenicidade 63.5% menor que a da sequéncia original,
com mutacdes em dois dos trés epitopos de maior imunogenicidade sem prejuizos a estrutura e
estabilidade.

O método da Suavizagdo, o c6digo de mapeamento e visualizacdo de epitopos € o
algoritmo genético de desimunizag@o podem ser aplicados para outras sequéncias imunogénicas.
Ademais, algoritmo genético desenvolvido pode ser adaptado para otimizacao de proteinas de
acordo com outros parametros. Sendo assim essas ferramentas tem potencial para diminuir o
tempo de busca de mutacdes desimunizantes (ou com outros fins) em proteinas terapéuticas,

contribuindo assim com a pesquisa para a producao de biobetters nacionais.
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