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RESUMO

As leishmanioses sao um conjunto de doencgas causadas por parasitos do género
Leishmania. A leishmaniose cutdnea no Brasil € causada principalmente pela espécie
Leishmania braziliensis enquanto a leishmaniose visceral é causada pela espécie L.
infantum. Segundo a Organizagao Mundial da Saude, existem cerca de 12 milhées de
pessoas infectadas e estima-se que, anualmente, sdo reportados dois milhdes de
novos casos (1,5 milhdes de casos de leishmaniose cutanea e 500 mil de leishmaniose
visceral). Apesar da gravidade da doenca, até o momento nao existem vacinas para
uso humano comercialmente disponiveis, o que poderia ser uma medida efetiva de
controle. Neste contexto, abordagens computacionais sao utilizadas em estratégias de
vacinologia reversa para identificar novos antigenos e permitem a selecao de
potenciais candidatos vacinais em um curto tempo e a um custo reduzido. No entanto,
a maioria dos preditores de epitopos atualmente utilizada nesse tipo de abordagem nao
consideram informagdes estruturais proteicas. Considerando a importancia da estrutura
nas interagdes imunolégicas, torna-se necessario avaliar os antigenos vacinais
utilizando programas que considerem informagdes estruturais. Neste projeto,
analisamos caracteristicas estruturais de seis proteinas de L. braziliensis e seis
proteinas de L. infantum selecionadas através da vacinologia reversa. Adicionalmente,
também foi analisada a afinidade de ligacao de epitopos oriundos das proteinas de L.
infantum anteriormente mencionadas com o Complexo de Histocompatibilidade
Principal (MHC) de classes | e |l através de atracamento (docagem) molecular.
Inicialmente, a predicado estrutural das proteinas foi feita através de modelagem
computacional. Os modelos estruturais foram posteriormente validados e foram
empregados na identificacao de epitopos conformacionais de células B. Para essas
proteinas foi também realizada a predicao de regides desordenadas e a investigagao
da correlagcao de desordem estrutural proteica com regiées imunogénicas de celulas B.
Por ultimo usamos andlises de simulagdo de atracamento molecular para quantificar a
afinidade de ligacao entre epitopos e diferentes moléculas de MHC. Foi possivel a
modelagem estrutural de seis proteinas, nas quais realizamos a predi¢cao de epitopos



conformacionais de células B usando quatro preditores. Em seguida realizamos o
consenso da predicdo desses quatro preditores. Obtivemos alguns possiveis epitopos
com caracteristicas similares as descritas na literatura. Muitas regiées de desordem
preditas para as proteinas analisadas coincidiram com regidées de epitopos, o que
demonstra uma possivel correlagdo entre estas duas caracteristicas. Através do
atracamento molecular foi possivel priorizar os epitopos estudados e adicionar mais um

grau de confianga ao resultado obtido através da vacinologia reversa.

Palavras-chave: imunoinformatica estrutural, vacina, Leishmania braziliensis,
Leishmania infantum, modelagem de proteinas, atracamento molecular, desordem

estrutural proteica.



ABSTRACT

Leishmaniases is a wide-spectrum of diseases caused by parasites from Leishmania
genus. In Brazil cutaneous leishmaniasis is mainly caused by Leishmania braziliensis,
while the main cause of visceral leishmaniasis is L. infantum. According to the World
Health Organization, two milion new cases (1.5 million cases of cutaneous
leishmaniasis and 500.000 of visceral leishmaniasis) are estimated to occur annually,
with about 12 million people currently infected. Despite the severe problem, there is no
human vaccine commercially available, and this could be an effective control measure.
In this context, computational approaches have been used in reverse vaccinology
strategies in order to discover novel antigens. These approaches allow selection of
potential vaccine candidates in a short period of time, including proteins that are not
expressed at high levels. Nevertheless, the majority of epitope predictors used in
reverse vaccinology does not take into account structural information. Considering the
importance of protein structure in immunological interactions and in vaccine
development, it is necessary to evaluate vaccine antigen candidates using structural
bioinformatic tools. In this project, we analysed structural features of six L. braziliensis
and six L. infantum proteins selected via reverse vaccinology, and also their respective
epitopes binding affinity with Major Histocompatibility Complex (MHC) using molecular
docking analysis. Initially, protein structures were predicted, and models for these
proteins were generated. Afterwards, validated models were used in B cell
discontinuous epitope prediction. Disordered regions of these proteins were also
predicted using amino acid sequence and the correlation of their occurrence with
immunogenic regions were further investigated. By using docking analyses, we
quantified the binding affinity between epitopes and different MHC molecules. We could
build structural models for six proteins, which we used for B cell discontinuous epitope
prediction. After the predictions we obtained the consensus predictions. Through these
analyses we found possible B cell epitopes with corresponding B cell epitopes
characteristics described in literature. Additionally, many protein regions predicted as
disordered co-occurred with B cell epitopes, demonstrating a possible correlation
between these two characteristics. The molecular docking analysis added another layer



of data strength to the previous results and allowed prioritizing the study of best

epitopes.

Key words: structural imunoinformatics, vaccine, Leishmania braziliensis, Leishmania

infantum, protein modeling, molecular docking, structural protein disorder.
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1 INTRODUCAO

1.1 Vacinologia

O desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de DNA que iniciaram em 1970
permitiu a determinacao de genomas em poucas semanas e atualmente milhares de
organismos possuem seu genoma depositado em bancos de dados de dominio
publico, incluindo muitos patégenos. A disponibilidade desses dados permitiu o
surgimento da vacinologia reversa, técnica que visa descobrir antigenos vacinais
através da predicao tanto das proteinas codificadas pelos genes de determinado
organismo, quanto dos possiveis epitopos existentes nas mesmas, usando
programas computacionais. Existem atualmente varios programas capazes de
predizer caracteristicas importantes para geracdo de uma resposta imune efetiva
como por exemplo: localizagao subcelular, tipo de processamento de antigenos ou
ativacao de células B e T. A busca por antigenos deve sempre considerar as
caracteristicas de cada organismo e o conjunto de preditores usado deve ser

avaliado para a otimizagao da predigao.

O refinamento da vacinologia reversa permitiu o desenvolvimento de vacinas mais
seguras, com menos efeitos adversos, reduzindo componentes nao protetores e
capazes de causar alergias ou doengas autoimunes. No ano 2000, Pizza e
colaboradores usaram o genoma de uma cepa virulenta de Neisseria meningitidis
para identificar candidatos vacinais (PIZZA et al., 2000). Um total de 350 antigenos
selecionados foram expressos em Escherichia coli, permitindo assim, a identificacao
de proteinas expressas em superficie celular, conservadas em varias outras cepas e
capazes de induzir respostas de anticorpos. Esse trabalho apoiou o
desenvolvimento de uma vacina que em 2013 teve sua comercializagao liberada
pela Comissao Europeia (KUHDARI et al., 2016).

No entanto, a vacinologia reversa ainda nao é capaz de identificar antigenos nao
proteicos, como polissacarideos e glicolipidios. Além disso, a maioria dos preditores
nao considera aspectos estruturais das proteinas, como os epitopos
conformacionais e interagcbes entre por¢cdes conformacionalmente préximas, que

sao essenciais na resposta imune.
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1.2 Vacinologia estrutural

Nas ultimas décadas, os avangcos em técnicas experimentais de determinacao
estrutural de biomoléculas, como cristalografia por raios-X e espectrometria por
ressonancia magnética nuclear permitiu a elucidacao estrutural de varias proteinas
de interesse biolégico. Atualmente no Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al.,
2000), banco de dados de dominio publico de estruturas proteicas e acidos
nucleicos, estao depositadas mais de 130.000 estruturas. Além disso, existem varios
métodos computacionais capazes de predizer a estrutura de uma proteina, como a
modelagem ab initio e as modelagens baseadas em molde (DORMITZER; ULMER,;
RAPPUOLLI, 2008).

Considerando que as interagdes entre alguns componentes do sistema imune e os
patogenos sao dependentes de aspectos estruturais, a disponibilidade desse tipo de
informacdo apoiou uma nova area de estudo, a imunoinformatica estrutural. Os
dados estruturais de alta resolugcao revelam superficies eletrostaticas e arquiteturas
das regibes de uma determinada proteina analisada que podem ser reconhecidas
por anticorpos e células do sistema imune, sendo assim extremamente uteis durante
a producao das vacinas, uma vez que podem indicar quais por¢des do epitopo
devem ficar intactas e quais podem ser alteradas (DORMITZER; ULMER,;
RAPPUOLI, 2008). Adicionalmente, a informacédo estrutural permite o
desenvolvimento de vacinas termodinamicamente mais estaveis, homogéneas,
eficientemente produzidas, tornando a imunizagdo mais pratica e acessivel
(DORMITZER; ULMER; RAPPUOLI, 2008).

Apesar desse grande avanco na elucidagdo estrutural de proteinas citado
anteriormente, muitas proteinas de tripanossomatideos ainda n&o possuem
estruturas resolvidas pelos métodos experimentais. Podemos citar como exemplo as
espécies: Leishmania (Viannia) braziliensis em que a busca em bancos de dados de
estruturas proteicas retornou nove proteinas; e Leishmania (Leishmania) infantum,

em que o mesmo tipo de busca retornou 18 proteinas.

Portanto, para estudo envolvendo estrutura de proteinas em vacinologia estrutural
muitas vezes € necessaria a utilizacdo de métodos experimentais ou
computacionais. Como exemplo pode-se citar a modelagem computacional baseada

em molde, a qual permite a construgdao de um modelo para uma proteina a partir da
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sequéncia de seus residuos utilizando informagdes estruturais de proteinas

homologas elucidadas experimentalmente.

1.3 Resposta imune humoral

A resposta imune adaptativa, que pode ser divividade em celular ou humoral, é a
maior responsavel por eliminar antigenos estranhos do corpo humano. Dentre as
células envolvidas nesse tipo de reposta imune, as células B sdo importantes pela
sua habilidade ampla de neutralizacdo e opsonizacdo de microorganismos através
de anticorpos, que sao secretados pelos plasmocitos, células diferenciadas a partir
da ativacdo dos linfécitos B. Os antigenos, por sua vez, sdo reconhecidos pelos
anticorpos através de trechos especificos denominados epitopos. O contato entre
antigeno e anticorpo ocorre a partir de complementaridade estrutural e afinidade
entre residuos do epitopo do antigeno e do paratopo (o lugar onde se unem o
antigeno e o anticorpo) do anticorpo, que faz parte da regido variavel responsavel

pelo reconhecimento.

Existem dois tipos de epitopos reconhecidos por anticorpos: lineares e
conformacionais (Figura 1). Os epitopos lineares sao definidos como uma sequéncia
continua de residuos, enquanto os conformacionais sdo definidos como residuos
gque nao sao contiguos, mas que sao posicionados proximos uns dos outros no
dobramento do epitopo (VAN REGENMORTEL, 1986).
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Anticorpo A

Epitopo
conformacional

Anticorpo B

Figura 1: Tipos de epitopos reconhecidos por anticorpos: conformacionais e lineares. O Anticorpo A esta
interagindo com um epitopo conformacional enquanto o anticorpo B est4 interagindo com um epitopo linear.
Residuos participantes das intera¢des estdo indicados em preto (modificada de VAN REGENMORTEL, 1986).

1.4 Regides desordenadas e imunologia

Apesar de alguns estudos de trés décadas atras (BARLOW et al., 1988; LYNCH,;
RISEMAN; BRETSCHER, 1987) demonstrarem a existéncia de proteinas e
dominios de proteinas capazes de realizar suas fungdes biolégicas sem uma
conformacao estrutural definida e estavel, somente em 1999 foi observada a
generalidade desse fendmeno (WRIGHT; DYSON, 1999).

O aumento de estudos relacionados a identificacdo e a caracterizacao funcional de
desordem estrutural apoiou o desenvolvimento de programas computacionais para a
predicao dessa caracteristica. Muitos desses programas seguem a premissa de que
uma vez que a sequéncia de aminoacidos determina a estrutura adotada por uma
proteina, a sequéncia também pode determinar a falta de uma estrutura definida
(DUNKER; OBRADOVIC, 2001). Desse modo, a predicao de regides desordenadas

pode ser feita utilizando-se como referéncia a sequéncia de residuos. Podemos citar
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como exemplo os programas DisEMBL (LINDING et al., 2003), GlobPipe (LINDING,
2003), IUPred (DOSZTANY! et al., 2005), e VSL2B (PENG et al., 2006).

Com base em predigbes computacionais, foi também recentemente demonstrado
que patégenos eucariotos, como tripanossomatideos (RUY et al., 2014),
Plasmodium e Toxoplasma (MOHAN et al., 2008), possuem uma média de 30% de
proteinas com regides desordenadas nos seus respectivos proteomas e muitas
dessas proteinas estdo envolvidas em fungdes cruciais, como regulagdo génica,
transducéo de sinal e reconhecimento de biomoléculas (DYSON; WRIGHT, 2005;
WRIGHT; DYSON, 2015). Além disso, Dunker e colaboradores demonstraram que
essas proteinas com desordem sao frequentemente hubs em redes de interacado
proteina-proteina (DUNKER et al., 20059).

A correlagado de desordem estrutural proteica com a resposta imune é ainda muito
controversa. Alguns estudos apontam que essas regides elicitam resposta imune
fraca (DUNKER et al., 2002) e que a flexibilidade poderia em alguns casos servir
como meio de evasao ao sistema imune. No entanto, ha também relatos de que

essas regides sdo imunodominantes (STAHL et al., 1984).

1.5 Resposta imune celular e processamento de antigenos

A resposta imune celular € caracterizada, principalmente, pela ativacdo das células
T CD8+ e T CD4+ a partir da apresentacao de antigenos através da interacao entre
seus receptores e o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) associado a
um peptideo. Nesse contexto, as moléculas de MHC de classes | e Il possuem
fungdes semelhantes: estdo envolvidas na apresentacdo de antigenos para células
T CD8+ e T CD4+, respectivamente, e possuem alto indice de polimorfismos e em
termos gerais apresentam estruturas semelhantes. No entanto, diferem na origem
dos antigenos, sendo que para a classe | a origem & intracelular e para classe Il €
extracelular (NEEFJES et al., 2011).

As moléculas de MHC de classe | sdo expressas em todas as células nucleadas e
apresentam fragmentos proteicos na superficie celular. Esses fragmentos proteicos,
denominados antigenos, sao derivados da degradagcdao de proteinas por
proteassomas nucleares e citosélicos e transportados por transportadores de

antigeno peptidico até o reticulo endoplasmatico. Nesse local os antigenos sao
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inseridos em moléculas do MHC de classe | e transportados via complexo de Golgi

para a membrana plasmatica (NEEFJES et al., 2011).

As moléculas de MHC de classe Il sdo expressas por células apresentadoras de
antigenos profissionais, como as células dendriticas, linfécitos B e macrofagos. As
cadeias desse complexo sdo montadas no reticulo endoplasmatico sem o antigeno,
mas com um peptideo estabilizador denominado peptideo classe Il associado.
Antigenos derivados da degradacdo endossdmica de proteina exégena substituem
esses peptideos associados e o MHC de classe Il é transportado para a membrana
plasmatica (NEEFJES et al., 2011). Quando linfocitos T CD4+ reconhem MHC de
classe Il contendo antigeno em linfécitos B, eles enviam sinais ativadores para
esses linfocitos B. Os sinais ativadores séo citocinas interleucinas IL-6, IL-5, IL-4 e
ligante de CD40 que induzem a transformacdo de linfécitos B em plasmécitos,
células produtoras de anticorpos (MURPHY et al., 2008).

A afinidade do MHC pelo peptideo € essencial para imunogenicidade e ja foi
descrita como critica na selecéo de novos antigenos vacinais. De acordo com Sette
e colaboradores (1994), peptideos com alta afinidade por MHC de classe |l foram
altamente correlacionados com inducao de resposta imune enquanto epitopos com
interacdes por MHC menos avidas foram associados em menor propor¢ao (60% dos
casos) com imunogenicidade (SETTE et al., 1994). No caso de MHC de classe |,
essa associagado também ja foi demonstrada (CHEN et al., 1994).

1.6 Determinacao Estrutural

A determinacgao estrutural de uma proteina e seu padréo de enovelamento provém
informagdes importantes, como a provavel fungcdo biolégica, e podem inclusive
auxiliar a busca de novas vacinas. O enovelamento de uma proteina € capaz de
proporcionar a interacdo de residuos sequencialmente distantes em uma mesma
regiao espacial da proteina. Através dessas interacbes e de determinadas
condigdes fisico-quimicas ocorre a formacao de diferentes padrées de conformacao

das proteinas.

A determinacgéo estrutural pode ser realizada de forma experimental e através de
métodos tedricos. Métodos tedricos incluem métodos ab initio e baseados em
molde. Os métodos ab initio buscam construir o modelo estrutural das proteinas

baseando-se em principios fisicos e ndo usam informagdes de estruturas elucidadas



23

que possuem similaridade com a sequéncia a ser modelada. Tipicamente, a
modelagem ab initio conduz a uma busca conformacional que tem como objetivo a
identificagcdo de conformacdes energeticamente favoraveis. Esse processo gera
possiveis conformagcdes para uma determinada sequéncia de residuos e a partir
dessas conformacdes sao derivados modelos estruturais para a proteina em estudo
(RIGDEN, 2009). Ja os métodos baseados em molde dependem de estruturas de
proteinas que ja foram determinadas experimentalmente (SALI; BLUNDELL, 1993).
Tendo como ponto de partida a sequéncia de residuos de uma determinada
proteina, esses métodos utilizam as informagdes estruturais ja existentes de
proteinas relacionadas e tém como objetivo predizer modelos estruturais com

grande acuracia.

Essas estratégias computacionais permitem a geragao rapida de modelos proteicos
que podem ser usados no desenvolvimento de farmacos; analises de fungcao
proteica, interacées e comportamento antigénico (através de preditores de epitopos
de células B); e no desenho racional de proteinas com maior estabilidade ou com
novas fungdes. Adicionalmente, sdo as Unicas opg¢des quando as técnicas
experimentais se mostram ineficientes, como € o caso quando as proteinas sao

muito grandes para serem cristalizadas (GU; BOURNE, 2009).

1.6.1 Métodos baseados em molde

Os métodos baseados em molde usam como ponto de partida a sequéncia de
residuos de uma determinada proteina, e utilizando as informacdes estruturais ja
existentes de proteinas relacionadas, sao capazes de predizer modelos estruturais
com grande acuracia. Podemos citar duas abordagens bastante usadas a

modelagem comparativa e a modelagem por Threading.

Esses métodos se baseiam na observacado de que a estrutura terciaria de uma
proteina € mais conservada do que a sua sequéncia de aminoacidos. Desse modo,
mesmo proteinas que sao divergentes quando comparamos suas sequéncias de
aminoacidos, podem compartilhar propriedades estruturais. Nesse contexto, é
possivel através dos métodos computacionais de modelagem baseados em molde,
utilizarmos a estrutura terciaria de uma proteina com estrutura ja elucidada
experimentalmente como molde para a modelagem estrutural de uma proteina de
interesse (KACZANOWSKI; ZIELENKIEWICZ, 2010).
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1.6.1.1 Modelagem comparativa por meio de Satisfagcao de Restricao Espaciais

Como dito anteriormente, a modelagem comparativa é baseada na observacéo de
que a estrutura terciaria de uma proteina tende a ser mais conservada do que a sua
sequéncia de aminoacidos. A modelagem comparativa € possivel uma vez que
pequenas mudancas na sequéncia de residuos de uma determinada proteina,
geralmente, acarretam pequenas mudangas na conformagdo estrutural dessa
proteina (MARTI-RENOM et al., 2000). Essa abordagem consiste em quatro passos
sequenciais (Figura 2). O primeiro passo €& a identificacdo de proteinas com
estrutura elucidada que estao relacionadas com a proteina em estudo. Nesse passo
pode ser usado um programa de busca por similaridade de sequéncias como o
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990). O
programa compara a sequéncia da proteina a ser modelada com o banco de dados
contendo proteinas com estrutura definida, o PDB (BERMAN et al., 2000). O
segundo passo consiste no alinhamento das sequéncias similares com a proteina a
ser modelada e a definicdo de quais proteinas serdo usadas na modelagem,
considerando o alinhamento e a similaridade entre as proteinas. As proteinas

selecionadas para serem usadas na modelagem sao chamadas moldes.

O terceiro passo € a constru¢do do modelo da proteina com base no alinhamento
com as proteinas moldes. Nesse passo sao geradas as estruturas: da cadeia
principal, considerando as coordenadas do nitrogénio proveniente do grupo amina
do aminoacido, do carbono alfa e da carbonila da proteina molde; dos loops; e das
cadeias laterais considerando isomerismos conformacionais. Essa etapa busca
satisfazer os impedimentos estéricos espaciais obtidos através do alinhamento da
proteina em estudo com os modelos (GU; BOURNE, 2009). Os impedimentos
estéricos sdo expressos como fungdes de densidade de probabilidade e estédo
diretamente relacionados as caracteristicas especificas da regido atbmica associada
aquele impedimento especifico. Por exemplo, a probabilidade de uma determinada
distancia entre dois carbonos alfa de uma estrutura proteica desconhecida € uma
funcdo Gaussiana com média igual a distancia equivalente na estrutura usada como
molde (SALI; OVERINGTON, 1994). O (ltimo passo é a avaliagdo dos modelos
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obtidos. Caso necessario, o passo de alinhamento ou construgcao € repetido até a

obtengéo de um modelo sem regides estericamente instaveis (SALI et al., 1995).
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Figura 2: Esquema da modelagem comparativa. Quatro passos da modelagem comparativa: 1) Selegdo de
moldes; 2) Alinhamento de sequéncias entre molde e proteina alvo; 3) Constru¢do do modelo da proteina alvo;
4) Avaliagdo do modelo (modificado de WEBB; SALI, 2016).

Um dos programas mais utilizados atualmente para a modelagem comparativa € o
MODELLER (WEBB,; SALI, 2016). Especificamente, a estratégia empregada pelo
programa deriva distadncias e angulos diedrais associados aos impedimentos
estéricos na sequéncia a ser modelada com base no alinhamento dela com a
estrutura proteica molde. Em seguida, os impedimentos estéricos e os
requerimentos energéticos condizentes com uma estereoquimica apropriada sao
combinados em uma fungédo objetiva. Em uma terceira etapa, os modelos séo
obtidos por otimizagao da funcao objetiva no espaco cartesiano. Essa otimizagao é
realizada através do uso do método variable target function, que emprega
gradientes conjugados e dinamica molecular com anelamento simulado. Esse
procedimento otimiza as posicdes de todos os atomos ao mesmo tempo (SALI et al.,
1995).
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1.6.1.2 Modelagem por Threading

A predicao de estruturas de proteinas utilizando a abordagem threading se inicia
com a computagdo de varios modelos com base em estruturas depositadas nos
bancos de dados para sequéncia de proteina a ser modelada. Em seguida esses
modelos sao avaliados para se determinar a compatibilidade entre o que foi gerado
e estruturas moldes. (GIBAS; JAMBECK, 2001).

Assim como na abordagem de modelagem comparativa, se a identidade entre a
sequéncia a ser modelada e o molde for abaixo de 30%, o enovelamento predito
pode ser completamente errado (GIBAS; JAMBECK, 2001). Podemos citar dois
servidores Web que utilizam essa abordagem, o I-TASSER (ROY; KUCUKURAL,;
ZHANG, 2010) e o RaptorX (KALLBERG et al., 2012).

1.6.2 Otimizagcao da geometria

Os modelos estruturais preditos tém muitas vezes rearranjos incorretos de loops e
posicionamento incorreto de elementos da estrutura secundaria (KRIEGER et al.,
2009). Sendo assim precisam passar por refinamento estrutural. O refinamento
serve para ajustar e corrigir conformagdes estruturais desfavoraveis, incluindo
interacbes atdmicas e comprimento de ligacbes quimicas. Esse processo de
otimizacao estrutural geométrico da proteina envolve o estabelecimento de uma
condicao estrutural que representa o minimo de energia livre possivel. Podemos
citar como exemplo o servidor Web YASARA que emprega um modelo matematico
préprio para a realizagdo de minimizacdo de energia (KRIEGER et al., 2009).
Também é possivel usar programas como GROMACS (BERENDSEN; VAN DER
SPOEL; VAN DRUNEN, 1995) e Amber (SALOMON-FERRER; CASE; WALKER,
2013).

1.6.3 Avaliacao dos Modelos

Apos a modelagem, é importante a avaliagao do modelo para detecgcao de possiveis
erros. O numero de erros esta relacionado a porcentagem de identidade entre a
proteina e o0 molde e ao numero de erros da estrutura molde. Se a identidade entre
toda extensao da proteina a ser modelada e a proteina molde € maior que 90%, a
acuracia do modelo pode ser comparada a de estruturas determinadas por
cristalografia (CHOTHIA; LESK, 1986; SIPPL, 1993). Se a identidade esta entre
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50% e 90%, o erro relacionado a média da distdncia entre os atomos das
coordenadas dos modelos pode ser da ordem de 1,5 A, com consideraveis erros
locais. Se a identidade € menor que 25%, os modelos gerados tendem a conter
erros muito grandes (GU; BOURNE, 2009). A minimizagao de energia e a avaliagao
dos modelos sdo usadas conjuntamente para otimizar a geometria de uma

molécula.

1.7 Métodos de Atracamento Molecular (Docking)

O método de atracamento molecular (docking) €& amplamente utilizado na
compreensao da interacdo entre biomoléculas. Uma das principais aplicagées do
método consiste na predicdo de interacado favoravel ou ndo de ligantes que ainda
nao foram testados experimentalmente. Como exemplo, podemos citar a interagcao
entre peptideos e moléculas de MHC que esta representada na Figura 3. Nessa
abordagem é possivel obter orientagdes otimizadas energeticamente dos peptideos
em relacdo as moléculas de MHC e pontuagbes acerca da estabilidade dos
posicionamentos espaciais dos mesmos, considerando aspectos estruturais e
eletroquimicos, como efeitos estéricos de outras moléculas e interacbes do tipo
ligagdo de hidrogénio, dipolo-dipolo ou dispersdo. Podemos citar dois trabalhos
recentes que utilizaram essa abordagem para a selecdo de antigenos vacinais de
Leishmania o trabalho de Silva e colaboradores em 2016 e o de Dikhit e
colaboradores em 2017 nos quais, além de atracamento molecular, foram utilizadas
simulagées de dindmica molecular. Essa abordagem computacional permite a

reducao do tempo e custo envolvidos na descoberta de novos antigenos.
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Figura 3: Atracamento molecular. Peptideo (em amarelo) na fenda de ligacdo da molécula de MHC de
classe 1, codigo do PDB 2HJL (em azul). (GILLESPIE et al., 2006)

A interacdo entre proteinas baseia-se na complementaridade de aspectos fisico-
quimicos e estruturais das macromoléculas que estdo interagindo. Os aspectos
fisico-quimicos se relacionam com as interagdes intermoleculares existentes no
complexo e conferem o grau de afinidade e de especificidade do ligante pela
macromolécula. As interagcbes em questdo se tratam de ligagdes de hidrogénio,
interagdes hidrofobicas, interagdes do tipo dipolo-induzido, interagdes eletrostaticas
e ligacdes covalentes. Os aspectos estruturais estdo relacionados aos arranjos
espaciais moleculares que compreendem variagdes na orientagcéo, posicionamento

espacial e rotagbes de ligagdes quimicas entre as moléculas (VERLI, 2014).

Para predicdo do modo e a afinidade de ligagdo, usando atracamento molecular,
sao necessarios métodos de busca e fungcbes de avaliacdo. Os métodos de busca
sao utilizados para predizer as possiveis orientagdes do ligante interagindo ou nao
com o alvo proteico. Para isso ele considera complementaridade geomeétrica,
flexibilidade das moléculas e interagdes interatdmicas (DIAS; DE AZEVEDO JR.,
2008). Como resultado desses métodos de busca sado obtidas varias orientagdes
preditas e para o ranqueamento das mesmas em relacao a afinidade e energia livre
de ligacdo sdo empregadas as fungdes de avaliagdo. Estas fungdes podem ser
divididas em trés classes: fungdes baseadas em campos de forga, fungdes
empiricas e funcdes baseadas em conhecimento. As fungbes baseadas em campos
de forgca fundamentam-se em estimar a energia livre entre moléculas através da
soma de interacbdes intermoleculares. As fungbes empiricas se baseiam em
comparar aspectos estruturais simulados com dados experimentais. As funcdes

baseadas em conhecimento utilizam dados estatisticos de contatos intermoleculares
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identificados em estruturas depositadas em bancos de dados para avaliagdo da
conformacao simulada (DIAS; DE AZEVEDO JR., 2008).

1.8 Leishmanioses

As leishmanioses sao um conjunto de doengas negligenciadas com grande numero
de casos por todo o mundo, sendo causadas por parasitos do género Leishmania.
Em humanos podem gerar lesdes cutaneas, no caso da leishmaniose cutanea, e
manifestacdes viscerais no caso da leishmaniose visceral. No Brasil, o maior
numero de casos de leishmaniose cutanea é causado pela espécie Leishmania
braziliensis e no caso da manifestacao visceral pela espécie Leishmania infantum.
Nos dois casos os vetores sédo os flebotomineos, que possuem ampla distribuicao

no Brasil, sendo a espécie Lutzomyia longipalpis uma das mais comuns.

Atualmente existem poucos farmacos disponiveis para o tratamento das
leishmanioses. O Sistema Unico de Salde preconiza o Antimoniato de meglumina
para o tratamento da leishmaniose tegumentar e os medicamentos antimoniato de
N-metil glucamina, a anfotericina B lipossomal e o desoxicolato de anfotericina B
para o tratamento de leismaniose visceral. Nesse sentido o desenvolvimento de uma
vacina efetiva e segura é altamente desejavel e € considerada como uma das
melhores formas de controle da doengca (MODABBER, 1995).

1.8.1 Imunidade na Leishmaniose

A resposta imune associada ao controle das leishmanioses e a eliminagcao do
parasito esta principalmente associada as células T CD4+ e T CD8+, produtoras de
interferon gama (IFN-y) e ativagcdo de macrofagos (DA SILVA SANTOS;
BRODSKYN, 2014; OGHUMU et al., 2010). Ela tem inicio quando células
dendriticas especializadas em apresentacao de antigenos ativam as células T naive
através da apresentacao de antigenos por proteinas do MHC e da co-estimulacao
realizada por meio da secrecao de citocinas (BENNETT et al.,, 2001; XIN; LI;
SOONG, 2007).

A ativacao de células T CD8+ é resultante da interacdo destas com proteinas do
MHC de classe | ligadas a peptideos do patégeno. Ja a ativagao de células T CD4+
resulta da interacao entre elas e proteinas do MHC de classe |l ligadas a peptideos
do patogeno (E SILVA et al., 2016).
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1.8.2 Vacinas existentes para Leishmaniose

Inimeros candidatos vacinais tém sido testados tanto para humanos quanto para
caes. Em 1940, Pessoa e Pestana desenvolveram uma vacina constituida por 18
cepas dermotropicas de Leishmania, oriundas de seis regides do estado de Sao
Paulo e realizaram o primeiro ensaio clinico vacinal realizado em humanos para
leishmaniose, obtendo-se uma eficacia protetora de 80%. Apesar dos resultados
promissores, essa preparacdo foi abandonada por apresentar problemas
relacionados a sua padronizagdo (PESSOA e PESTANA, 1940; PESSOA, 1941a;
1941b). Em 1996, Mayrink e colaboradores avaliaram, em caes, antigenos de L.
(Viannia) braziliensis associados ao adjuvante BCG (Bacillus Calmette-Guérin).
Apesar dessa preparacgao ter se mostrado eficaz em estudos de fases | e Il, ndo se

demonstrou eficaz em ensaios de fase lll.

No ano de 2011 foi licenciada na Europa a CaniLeish® (LIESP/QA-21), uma vacina
para caes composta de proteinas excretadas e secretadas de Leishmania infantum
purificadas e adjuvante QA-21, que é uma fragado altamente purificada da saponina.
Os estudos com essa vacina indicaram que apds a imunizagdo, 0s caes
desenvolveram forte imunidade mediada por células do tipo Th1, resposta indicada
como protetora no caso de leishmanioses e resposta humoral baseada na produgcao
de IgG2 (MORENO et al., 2012).

Estudos com duas vacinas recentemente desenvolvidas a LBSap (composta por
antigenos de L. braziliensis associado ao adjuvante saponina) e a LBSapSal
(mesma composicao da vacina LBSap acrescida de extrato de glandula salivar de
flebotomineos) indicaram alto potencial imunogénico protetor em céaes
(GIUNCHETTI et al., 2007, 2008).

No Brasil, atualmente, se encontra disponivel para a comercializagcdo em clinicas
veterinarias particulares, a LeishTec®. A formulagdo dessa vacina foi analisada em
um estudo de fase lll duplo cego randomizado e apresentou 71% de eficacia ao
serem avaliados os resultados parasitolégicos isoladamente. Sobrepondo o
xenodiagnéstico e o exame parasitolégico, a eficacia de protecao foi de 58%
(REGINA-SILVA et al., 2016).

A vacina Leishmune® desenvolvida sob supervisdo da Dra. Clarissa Palatinik,

composta pelo antigeno fucose-manose ligante (FML) de L. donovani em
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combinagdo com o adjuvante saponina (Leishmune®, Fort Dodge Saude Animal
Ltda), demonstrou resultados promissores em ensaios vacinais de fase Il que
apontaram de 92% a 95% de protecao vacinal contra a leishmaniose visceral canina
no grupo imunizado (76% de eficacia vacinal) (DA SILVA et al., 2000; BORJA-
CABRERA et al., 2002). Apesar dos resultados promissores, recentemente, o
registro da vacina foi suspenso pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), através de uma nota técnica n° 038/2014/DFIP/DAS, por
nao atender os requisitos dos estudos de fase lll segundo a instrugdo normativa
31/2007 (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de vacinas €, reconhecidamente, um processo longo, complexo
e de alto custo. Para tanto, é necessario o conhecimento da doenca, de dados

epidemioldgicos, genémicos e de antigenos capazes de prevenir ou tratar a doenca.

Dentro das abordagens mais promissoras podemos mencionar a vacinologia
reversa. Essa abordagem representa um grande avango no desenvolvimento de
novas vacinas, uma vez que vem contribuindo com a geragao de modelos preditivos
eficazes para a identificacdo de novos antigenos vacinais e gerando, como
desdobramento, a reducao dos custos e do tempo de desenvolvimento da pesquisa,

uma vez que direciona assertivamente a experimentacao.

Um dos aspectos que ainda merece atencdo, e que estd vinculado ao
desenvolvimento metodologico da estratégia, diz respeito ao fato da maioria das
ferramentas preditivas nao considerar as informacgdes estruturais dos epitopos.
Essas informacbées sao fundamentais em diferentes aspectos das interagcdes
imunolégicas, como, por exemplo, no que se refere a epitopos conformacionais de
células B. A informacao estrutural é também essencial para o processamento e o
atracamento de peptideos com as moléculas de MHC de classes | e Il, que estao
envolvidas no direcionamento da resposta imune. Além disso, alguns estudos
apontam que a falta de estrutura (regides desordenadas da proteina) pode estar

relacionada com epitopos imunoestimuladores.

No Brasil, no ano de 2015 o nimero de casos de leishmaniose visceral era de 3.289
e de leishmaniose tegumentar era de 19.395, de acordo com o Ministério da Saude.
Nao existem vacinas para uso humano comercialmente disponiveis e as estratégias
atuais de controle estdo centradas na gestado do reservatoério canino, aplicacao de
inseticidas, diagnéstico e tratamento. Essas medidas, muitas vezes realizadas de

forma isolada, ndo se demonstram muito efetivas.

Considerando esse cenario e ainda que os farmacos preconizados no tratamento
das leishmanioses sao altamente toxicos, o presente trabalho visa contribuir para o
desenvolvimento de uma vacina através da avaliacdo estrutural de proteinas que

foram previamente selecionadas através de vacinologia reversa. Para isso o
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trabalho foi dividido em duas partes: a primeira consistiu na analise de epitopos de
células B conformacionais e possivel correlagdo com desordem estrutural, e uma
segunda parte que consistiu na analise de epitopos de linfocitos T, através de

atracamento molecular.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar aspectos estruturais utilizando candidatos vacinais selecionados através de

vacinologia reversa contra Leishmania braziliensis e L. infantum.

3.1 Objetivos especificos - Parte 1

Construir modelos estruturais, através de modelagem computacional de proteinas
de L. braziliensis e L. infantum previamente selecionadas como boas candidatas
vacinais pela vacinologia reversa e, em seguida, avaliar os modelos construidos

utilizando programas computacionais especificos

Predizer epitopos de células B conformacionais usando as estruturas construidas e

validadas das proteinas de L. braziliensis e L. infantum

Predizer regides de desordem estrutural com base na sequéncia de residuos das
proteinas de L. braziliensis e L. infantum selecionadas pela vacinologia reversa
como boas candidatas vacinais e verificar possivel correlacdo com

imunogenicidade.

3.2 Objetivos especificos - Parte 2
Analisar a afinidade de ligacdo de peptideos oriundos das proteinas de L. infantum
selecionadas como boas candidatas vacinais pela vacinologia reversa com MHC | e

MHC Il de humano através de atracamento molecular.
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4 METODOS

4.1 Parte 1- Predigcao estrutural das proteinas, predicao de epitopos de
células B conformacionais e correlagao com desordem

4.1.1 Origem dos dados utilizados na primeira parte deste trabalho

Brito e colaboradores, em 2014, utilizaram a vacinologia reversa para selecéo de
alvos vacinais para L. infantum e L. braziliensis. O método usado inicialmente
envolveu o download dos genomas das espécies de Leishmania do TritrypDB,
versdo 3.2 para L. infantum e 2.0 para L. braziliensis. Em seguida, os proteomas
preditos, a partir desses genomas, foram usados nas analises. As predi¢cdes foram
feitas utilizando-se os seguintes programas: para MHC-I, NetCTL (LARSEN et al.,
2007; NIELSEN et al., 2005; PETERS et al., 2003) e NetMHC (BUUS et al., 2003;
NIELSEN et al., 2003, 2004); para MHC-Il, NetMHCIl (NIELSEN; LUND, 2009;
NIELSEN; LUNDEGAARD; LUND, 2007; para células B, BepiPred (LARSEN; LUND;
NIELSEN, 2006), AAP12 e BCPred12 (CHEN et al.,, 2007; EL-MANZALAWY;
DOBBS; HONAVAR, 2008a, 2008b). Foram analisados 12 alelos MHC-I humanos e
sete alelos MHC-I de camundongos, e no contexto de MHC-II, foram analisados 14
alelos humanos e trés de camundongos. Para a determinacao da localizagao
subcelular das proteinas, foram utilizados os programas: WoLF PSORT (HORTON
et al., 2007) para a localizagao de proteinas em varios compartimentos subcelulares;
TargetP (EMANUELSSON et al., 2000) para proteinas de secrecdo e mitocondriais;
e Sigcleave (VON HEIJNE, 1986) para peptideos sinais para a excregao.

Um banco de dados relacional usando MySQL foi idealizado e construido para
integrar os resultados das predigcdes e definir os possiveis alvos vacinais. Seis
proteinas foram selecionadas para L. braziliensis e seis para L. infantum. Como
informagdes complementares nos quadros 1 e 2, referente as 12 proteinas, na
terceira coluna esta representada as predigdes realizadas para essas proteinas
acerca da familia proteica a qual fazem parte, processo biolégico, fungao molecular

e componente celular com os quais estao envolvidas.



Quadro 1: Caracteristicas das proteinas analisadas de L. braziliensis.
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Identificador

Descricoes
Preditas

Predicoes realizadas através do Interproscan*

LbrM11_V2.0090

Processo Biolégico

G0:0006364 processamento de rRNA
G0:0042254 biogénese de ribossomos

Funcao Molecular

G0:0005515 ligagao de proteinas

Componente
celular

Nenhum predito

Familia Proteica

WD repeat BOP1/Erb1 (IPR028598)

LbrM28_V2.1900

Processo Biolégico

G0:0042176 regulagéo de processo catabdlico de proteinas

Func&o Molecular

G0:0005488 ligagao
G0:0030234 atividade reguladora de enzimas

Componente
celular

G0:0000502 complexo do proteassoma

Familia Proteica

26S Proteasome non-ATPase requlatory subunit 1
(IPR035266)

LbrM28_V2.3070

Processo Biolégico

G0:0005975 processo metabdlico de carboidratos
G0:0006108 processo metabdlico de malato
G0:0019752 processo metabdlico de acido carboxilico
G0:0055114 processo de 6xido-reducéo

Funcéo Molecular

G0:0003824 atividade catalitica

G0:0016491 atividade de o6xido-redutase
G0:0016615 atividade malato desidrogenase
G0:0016616 atividade de o6xido-redutase, atividade no
grupo CH-OH de doadores, NAD ou NADP aceptores

Componente
celular

Nenhum predito

Familia Proteica

Malate dehydrogenase, type 2 (IPR010945)

LbrM13_V2.1480

Processo Biolégico

G0:0055114 processo de 6xido-reducéo
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Funcao Molecular

G0:0004506 atividade de esqualeno mono-oxygenase
G0:0050660 ligacao de flavina adenina dinucleotideo
G0:0071949 Ligagéo de FAD

Componente
celular

G0:0016021 componente integral de membrana

Familia Proteica

Nenhuma predita

LbrM22_V2.0110

Processo Biolégico

G0:0006164 processo bio-sintético de nucleotideo de
purina
G0:0006177 Processo de bio-sintético de GMP

Funcao Molecular

G0:0003922 Atividade de GMP sintase (hidrélise de
glutamina)

G0:0005524 Ligagéo de ATP

G0:0016462 atividade de pirofosfatase

Componente
celular

Nenhum predito

Familia Proteica

Queuosine biosynthesis protein QueC (IPR018317)

LbrM05_V2.0730

Processo Biolégico

G0:0008033 processamento de tRNA

Funcao Molecular

G0:0003824 atividade catalitica

G0:0010181 Ligagéo de FMN

G0:0051536 ligagao de cluster de ferro-enxofre
GO0:0051539 4 iron, 4 sulfur cluster binding

Componente
celular

Nenhum predito

Familia Proteica

S-adenosyl-L-methionine-dependent tRNA 4-
demethylwyosine synthase (IPR034556)

Fonte: Elaborado pelo autor.
*Predicdes realizadas através do servidor Web https://www.ebi.ac.uk/interpro/

Quadro 2: Caracteristicas das proteinas analisadas de L. infantum.

Identificador | Descri¢coes
Preditas

Predicoes realizadas através do Interproscan*

Lind.32.0970

Processo Bioldgico

GO0:0015991 Transporte de prétons acoplado com hidrélise de
ATP
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Func&o Molecular

G0:0015078 Atividade de transporte transmembrana de ion
hidrogénio

Componente celular

G0:0000220 Transportador de préton vacuolar tipo V ATPase,
dominio VO

G0:0033179 Transportador de préton tipo V ATPase, dominio
VO

Familia Proteica

ATPase, VO complex, subunit 116kDa, eukaryotic (IPR026028)

LinJ.19.0350 G0:0009107 Processo biosintético de lipoato
Processo Bioldgico
G0:0003824 atividade catalitica
Fung&o Molecular G0:0016992 Atividade de lipoato sintase
G0:0051536 ligagao de cluster de ferro-enxofre
G0:0051539 4 iron, 4 sulfur cluster binding
Nenhum predito
Componente celular
Lipoyl synthase (IPR003698)
Familia Proteica
LinJ.18.1500 G0:0120029 transporte de préton através da membrana
Processo Biolégico | plasmatica
G0:0000166 ligagao de nucleotideo
Func&o Molecular G0:0008553 atividade de ATPase transportadora de protons
Componente integral de membrana
Componente celular
P-type ATPase, subfamily IIIA (IPR006534)
Familia Proteica
LinJ.36.5700 G0:0055114 processo de oxido-reducéo
Processo Biolégico
G0:0016491 atividade de éxido-redutase
Func&o Molecular
Nenhum predito
Componente celular
Nenhum predito
Familia Proteica
LinJ.36.2160 Nenhum predito

Processo Bioldgico
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G0:0016758 atividade de transferase, transferéncia de grupos
Funcao Molecular hexosyl

G0:0005783 reticulo endoplasmatico
Componente celular | GO:0016021 componente integral de membrana

Glycosyltransferase, ALG3 (IPR007873)

Familia Proteica

LinJ.28.1850 G0:0042176 regulagéo de processo catabdlico de proteinas
Processo Biolégico

G0:0005488 ligagao
Funcado Molecular G0:0030234 atividade reguladora de enzimas

G0:0000502 complexo do proteassoma
Componente celular

26S Proteasome non-ATPase requlatory subunit 1
Familia Proteica (IPRO35266)

Fonte: Elaborado pelo autor.
*Predicdes realizadas através do servidor Web https://www.ebi.ac.uk/interpro/

As 12 proteinas selecionadas foram utilizadas nesse trabalho. Nesse sentido a sequéncias
destas proteinas foram obtidas através do banco de dados TritrypDB
(http:/ftritrypdb.org/tritrypdb/) respeitando as versdes utilizadas na etapa de predicao
realizada por Brito e colaboradores, versao 3.2 para L. infantum e 2.0 para L. braziliensis.

4.1.2 Predicao estrutural das proteinas

4.1.2.1 Selecao das proteinas a serem modeladas

Para a selecao das proteinas passiveis de serem modeladas, primeiramente foi feita
uma busca para levantamento dos possiveis moldes disponiveis. Para isso, um
banco de dados local foi criado usando as sequéncias de aminoacidos das proteinas
com estruturas depositadas no PDB

(ftp://ftp.wwpdb.org/pub/pdb/derived data/pdb_seares.txt.qz), (data de acesso

03/12/2017) composto de 42.820 estruturas. As sequéncias de aminoacidos foram
formatadas, usando o programa readseq (GILBERT, 2003) e entdo indexadas, no
banco utilizando o programa formatdb (ALTSCHUL et al., 1990). Apés a criagdo do
banco de dados, foram realizadas buscas por similaridade de sequéncias
localmente, usando o programa Protein-Protein BLAST 2.2.31+ (ALTSCHUL et al.,

1990), entre as sequéncias de aminoacidos das proteinas a serem modeladas e as
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de todas as proteinas com estrutura depositada no PDB e contidas no banco de

dados local.

Foram modeladas somente as proteinas que tiveram hits com no minimo 35%
(WEBB,; SALI, 2016) de identidade e 70% de cobertura. Tal critério de corte foi
estabelecido como o minimo necessario para se obter um modelo estrutural
confiavel para as proteinas analisadas. Para cada uma dessas proteinas foi
selecionado um molde, dando prioridade para aquelas que apresentaram maior
identidade e cobertura na busca de similaridade citada anteriormente, e estruturas
depositadas com melhor resolugdo em A (angstroms). Os procedimentos realizados

nesta etapa estao descritos no apéndice A.

4.1.2.2 Construcao dos modelos estruturais

A construgcao dos modelos estruturais das proteinas foi realizada empregando-se
métodos de modelagem baseados em molde utilizando software local e servidores
Web. A construgdo dos modelos foi realizada localmente utilizando o software
Modeller (WEBB; SALI, 2016) e nos servidores Web I-TASSER (ROY;
KUCUKURAL; ZHANG, 2010; YANG et al.,, 2015; ZHANG, 2008) e RaptorX
(KALLBERG et al., 2012). Em seguida, o melhor modelo para cada proteina foi

escolhido com base nos melhores resultados obtidos na etapa de avaliacéao.

4.1.2.2.1 Modelagem comparativa usando Modeller

O programa Modeller, versdao 9.19, foi utilizado para a modelagem comparativa
realizada localmente. Esse programa de modelagem comparativa emprega o
meétodo de satisfacao de restricao espacial. O modelo estrutural € construido a partir
do alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos da proteina a ser modelada e
uma proteina homoéloga (que compartilha ancestralidade com a proteina a ser
modelada) com estrutura conhecida (molde). Escolhemos a opgao do programa que
utiliza apenas um molde para cada proteina de interesse. Os moldes foram
selecionados com base na busca inicial realizada no item 4.1.2.1. Os critérios de
selecao estiveram centrados na maior porcentagem de cobertura, maior
porcentagem de identidade e melhor resolucdo (quanto menor o valor em

angstroms, melhor a resolugao).
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Para a utilizacdo do Modeller inicialmente foi necessario converter manualmente o
arquivo do tipo fasta, contendo as sequéncias de aminoacidos, para o arquivo do

tipo PIR com extensao “.ali”, reconhecido pelo Modeller.

Em seguida um alinhamento par a par entre o molde e a proteina alvo foi realizado
utilizando o arquivo “align2d.py” disponivel no tutorial oficial do Modeller. De posse
do alinhamento, quatro modelos estruturais da proteina alvo foram construidos
utilizando o arquivo “model-single.py” também disponivel no tutorial oficial do

Modeller (https://salilab.org/modeller/tutorial/). Os procedimentos realizados nesta

etapa estao descritos no apéndice B.

4.1.2.2.2 Modelagens usando servidores Web

As sequéncias das proteinas modeladas também foram submetidas a dois
servidores, o I-TASSER e o RaptorX.

O servidor I-TASSER (lterative Threading Assembly Refinement) combina os
métodos threading, ab initio e refinamento estrutural para constru¢do de modelos. A
predicao & constituida basicamente por trés etapas: 1) identificacdo de moldes com
conformacgdes similares para a sequéncia de residuos através de uma abordagem
chamada LOMETS; 2) agrupamento dos fragmentos continuos retirados dos moldes
identificados no primeiro passo em modelos completos através de uma abordagem
de troca baseada em simulagcées de Monte Carlo; as regides da proteina alvo que
nao se alinharem a nenhum molde sdo construidas utilizando modelagem ab initio;
3) e por ultimo é realizado o refinamento através de remontagem de conformacdes
por fragmentos utilizando as estruturas modelo da etapa anterior e a selecao de

configuragcbes de menor energia.

O servidor de predicao de estrutura RaptorX pode ser aplicado a predicdo de
sequéncias de proteina que nao possuem proteinas homodlogas proximas com
estruturas depositadas no PDB. Inicialmente € realizado o alinhamento entre a
sequéncia submetida e os possiveis moldes usando um algoritmo de alinhamento
de molde unico. Em seguida, é predita a qualidade do alinhamento e feito o
ranqueamento de moldes seguindo ordem decrescente de qualidade de
alinhamento. Se for possivel, a modelagem é feita utilizando-se multiplos moldes
através da abordagem threading. Caso contrario, um modelo estrutural & construido

através do alinhamento par a par com um molde apenas (PENG; XU, 2011).
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4.1.2.3 Avaliagao das estruturas preditas

Os modelos foram avaliados de trés formas: a) por meio de graficos de
Ramachandran (RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN, 1968) gerados pelo servidor
Rampage (LOVELL et al., 2003)
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php); b) através de graficos
gerados a partir do escore DOPE (SHEN; SALI, 2006) e ¢c) RMSD.

Nos graficos de Ramachandran & possivel visualizar todas as combinagcbes de
angulos diedrais W (psi), @ (phi) ilustrados na Figura 4. Esses angulos determinam a
conformacao da cadeia principal da proteina. O angulo ® define a rotagcao em torno
da ligacao carbono a - nitrogénio do residuo, e o W define a rotacdo em torno da
ligacdo carbono a - carbono da carbonila. Em graficos de Ramachandran de
estruturas proteicas favoraveis, os pontos, os quais representam cada um dos
residuos da proteina, tendem a se acumular em determinadas regides favoraveis e
nao ocorrem em regides desfavoraveis devido ao impedimento estérico das cadeias
laterais dos aminoacidos. Na Figura 5 temos um exemplo desse tipo de grafico.
Nele, destacam-se trés valores em porcentagem, sendo o primeiro referente ao
numero de residuos em regides favorecidas, o segundo referente ao numero de
residuos em regides permitidas e o terceiro referente ao numero de residuos em

regides nao permitidas.

Figura 4: Angulos diedrais de uma ligaciio peptidica. Os angulos diedrais chamados ¥ (psi) e @ (phi)
definem a rotacdo em torno da ligagdo Carbono o — Carbono da carbonila e Carbono o - Nitrogénio do
mesmo residuo, respectivamente (Fonte: Dcrjsr, vetorisado por Adam Redzikowski,wikipedia).
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(i}
‘= & Geral/ Pré-Pro/Prolina Favordvel © & Geralf Pré-Pro/Prolina Permitida
% Glicina Favordvel «  Glicina permitida

Mumero de residucs em regido favordvel (~98.0% expected) : 628 (9B6.0%)
Mamero de residuos em regido permitida (~2.0% expected) 123 (3.5%)
Numero de residuos em regido ndo permitida 1 3 (0.5%)

Figura 5: Grafico de Ramachandran do modelo da proteina LbrM22 V2.0110. No eixo x temos
representados os angulos @, no eixo y os angulos y. As areas em azul representam combinacdo de dngulos
favoraveis, as regides em amarelo representam combinagdo de angulos permitidos, as regides em branco
representam combinag@o de angulos desfavoraveis. Cada uma das formas geométricas representam um residuo
da proteina. . Fonte: Elaborado pelo autor usando o servidor Rampage.



44

Os modelos que apresentaram melhores graficos de Ramachandran foram
avaliados em relacao ao valor de Energia Proteica Otimizada Discreta (DOPE, do
inglés, Discrete Optimized Protein Energy), um parédmetro quantitativo que indica o
potencial energético de modelos gerados. Esse potencial estatistico foi desenvolvido
por Shen e Sali em 2006 e baseia-se em 1472 estruturas cristalograficas. Para
geracao dos escores e plotagem dos graficos foi utilizado o programa Modeller
(WEBB; SALI, 2016).
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|

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Alignment position
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Figura 6: Grafico com os escores DOPE da cadeia A da estrutura 2HJL (GILLESPIE et al., 2006). No
eixo x temos a posicdo dos residuos. No eixo x estio representados os escores DOPE, quanto menor o
escore, menor a energia potencial da regido indicada e maior a estabilidade energética.

Na Figura 6: Grafico com os escores DOPE da cadeia A da estrutura 2HJL (GILLESPIE et al., 2006).
temos um exemplo de um grafico plotado com base nos escores DOPE da estrutura
da proteina 2HJL (GILLESPIE et al., 2006).

Adicionalmente, utilizando o Pymol, os modelos que apresentaram melhores
graficos de Ramachandran também foram avaliados através do RMSD dos mesmos
relativos a seus respectivos moldes. RMSD do inglés Root Mean Square deviation, é
o0 desvio da raiz do valor quadratico médio da distadncia entre atomos de duas
estruturas. Um valor de RMSD inferior a 2,0 A obtido através da sobreposicdo entre
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modelo obtido através de modelagem baseada em molde e seu respectivo molde é
indicativo de boa qualidade (VERLI, 2014).

O delineamento experimental da etapa de avaliagdo dos modelos esta ilustrado na
Figura 7.

Sequéncia da
proteina a ser

modelada
[ Modeller I l I-Tasser | | RaptorX J
4 modelosl 5 modelosl 1 modelo
A\ ]
[ Escolha de 1 modelo gerado por cada uma das
abordagens com base em gréaficos de Ramachandran

1 modelo 1 modelo 1 modelo
L  J L J

Minimizacdo energética

L L | A J
- Y

Comparacao dos 3 modelos gerados atraves de graficos
de Ramachandran

1 modelo

A

[ Modelo Final J

Figura 7: Esquema do delineamento experimental da etapa de Avaliacdo dos Modelos.

4.1.2.4 Minimizacao energética

No intuito de refinar os modelos obtidos com as modelagens baseadas em molde foi
utilizado o servidor de minimizagao de energia YASARA
(http://www.yasara.org/minimizationserver.htm) (KRIEGER et al.,, 2009), o qual

consiste em utilizar um modelo matematico para reduzir a energia potencial do
modelo construido. O modelo matematico desse servidor combina o campo de forga
AMBER (CORNELL et al., 1996), com potenciais de torsdo multidimensionais
baseados em conhecimento (KEEDY et al., 2009) e um consistente conjunto de

parametros de campos que maximizam a acuracia do modelo.
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O melhor modelo obtido por cada uma das abordagens foi selecionado com base
nos melhores valores do grafico de Ramachandran gerado pelo servidor Rampage e
submetido ao refinamento estrutural. Apds o refinamento, o servidor retorna um
arquivo com as coordenadas dos residuos proteicos refinadas e as estruturas
proteicas resultantes foram submetidas a avaliacao pelos programas citados no item
4.1.2.3. Apds essa avaliacdo usando o Programa Pymol (SCHRODINGER, LLC,
2015), os modelos foram alinhados estruturalmente a seus respectivos moldes e as

regides de incongruéncias foram desconsideradas nas analises seguintes.

4.1.3 Predicao de epitopos conformacionais de células B

A predicao dos epitopos conformacionais de células B nas proteinas de Leishmania
foi feita com base nas melhores estruturas obtidas na etapa de modelagem. Os
epitopos preditos serdo representados pelos peptideos de Leishmania no decorrer
deste trabalho. Os programas utilizados nesta etapa foram: EPCES (LIANG et al.,
2007), Bepro (antes denominado PEPITO) (SWEREDOSKI; BALDI, 2008),
DiscoTope (KRINGELUM et al., 2012) e Ellipro (PONOMARENKO et al., 2008). O
DiscoTope e o Ellipro estdo disponiveis para execucgao local, o Bepro e o EPCES
sao servidores de Web.

4.1.3.1 EPCES

O EPCES (http://sysbio.unl.edu/EPCES) & um servidor Web que realiza predicao de
epitopos antigénicos na superficie proteica fazendo um consenso de pontuagdes.
Este preditor utiliza uma fungéo de energia empirica, desenvolvida para atracamento
molecular entre proteinas, adicionada de um estado de referéncia simples capaz de
remover dependéncias irreais de afinidade de ligacdo em conformagdes de
atracamento em regides da interface acessiveis a solvente, porém encobertas. A

pontuagdo minima considerada para este preditor neste trabalho foi de 70,00.

4.1.3.2 BEpro

BEpro (http://pepito.proteomics.ics.uci.edu/) €& um preditor de epitopos
conformacionais de células B que utiliza uma combinagdo de pontuacbes de
propensdo de aminoacidos (pontuacado utilizada para predicdo de estruturas

secundarias a partir de calculos da probabilidade do residuo se encontrar na
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interface pela probabilidade de estar na superficie) e valores de meia esfera de
exposicao (medida de exposicdo da proteina ao solvente, mensura o quao um
aminoacido esta enterrado na estrutura) em multiplas distancias para as predi¢bes
de epitopos. A pontuacdo minima considerada para este preditor neste trabalho foi
de 1,30.

4.1.3.3 DiscoTope

O programa DiscoTope 1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/DiscoTope) também
utiliza uma combinacéo de calculos de acessibilidade de superficie (estimada em
termos de numeros de contatos) e estatisticas de propensdo de aminoacidos
baseada em epitopos ja validados. A pontuacdo minima considerada para este
preditor neste trabalho foi de -7,7. O procedimento utilizado encontra-se descrito no

apéndice C.

4.1.3.4 Ellipro

O programa Ellipro (http://tools.iedb.org/ellipro) implementa uma versao modificada
do método de Thornton (originalmente uma abordagem para reconhecimento de
conformacao proteica) e um algoritmo de clusterizagdo. O método desenvolvido por
Thornton se baseia em localizar peptideos antigénicos a partir de coordenadas de
carbonos-alfa de uma proteina, baseando-se em protrusdes de areas globulares da
proteina (THORNTON et al., 1986). A pontuacéo final da predicao € definida como
Protusion Index - indice de protusdo, baseado na aproximacao da estrutura 3D por
um numero de elipsoides, ou seja, na massa do residuo que fica fora do maior
elipsoide possivel. Dessa forma residuos com altas pontuacdes estao associados a
uma alta acessibilidade ao solvente. Ap6s a definicdo dos epitopos, estes sao
agrupados com base na distancia entre os centros de massa dos residuos, sendo
que altos valores de clusterizacao se associam a maiores epitopos conformacionais.
A pontuacdo minima considerada para este preditor neste trabalho foi de 0,5. O

procedimento utilizado encontra-se descrito no Apéndice C

4.1.4 Predicao de regioes desordenadas

As sequéncias de aminoacidos das proteinas estudadas foram utilizadas como

arquivo de entrada para o pipeline desenvolvido por Patricia Ruy e colaboradores
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publicado em 2014 e validado para predicao de desordem estrutural em proteinas

provenientes de tripanossomatideos.

O pipeline emprega a utilizacdo de quatro programas de predicdo e integra
informacdes de anotacéo funcional e estrutural, predicao de localizagado subcelular e
propriedades fisico-quimicas (Figura 8). No centro do pipeline ha um banco de
dados relacional que descreve o conhecimento de desordem proteica de modo
consistente (RUY et al., 2014).

Sequéncia
proteica

VSL2B ] [IUPred IobPlpe |sEMBL]

I T

Trechos com mais de 40 residuos
Consenso dos quatro programas

|
Trechos de
desordem

predita

Figura 8: Esquema do pipeline de predicio de desordem proteica. A sequéncia de residuos da proteina a ser
analisada é submetida a quatro preditores de desordem. Os trechos preditos com mais de 40 residuos s@o usados
para a realizag@o do consenso dos quatro programas.

Os quatros preditores utilizados foram: DisEMBL (LINDING et al., 2003), GlobPipe
(LINDING, 2003), IUPred (DOSZTANY! et al., 2005), e VSL2B (PENG et al., 2006).
As etapas realizadas estao descritas no apéndice D.
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4.2 Parte 2 - Analise estrutural da afinidade de ligagao de peptideos com

MHC de classes | e Il usando atracamento molecular

4.2.1 Origem dos dados utilizados na segunda parte deste trabalho

Brito e colaboradores, em 2014 (BRITO; RESENDE; REIS, 2014), utilizaram a
vacinologia reversa para selecao de alvos vacinais para L. infantum, conforme
descrito no item 4.1.1 dos resultados da parte 1 deste trabalho. Seis proteinas foram
selecionadas e os epitopos preditos dessas proteinas como imunogénicos, através
da vacinologia reversa foram utilizados nesta segunda parte do trabalho (Quadro 3),

que consistiu de analises de atracamento molecular na avaliagdo das interagcdes

entre esses epitopos e moléculas de MHC de classes | e Il.

Quadro 3: Peptideos preditos como sendo epitopos lineares pela vacinologia reversa (Brito et al. 2014) e

que foram utilizados nas analises de atracamento molecular.

Identificador da

Sequéncia do epitopo

Residuo inicial do

Classe de MHC*

Proteina epitopo
LVVSIPIAL 303
YLLARFYET 283
KPQRRQSVL 29 MHC |
LinJ.18.1500 QMVYNQDEI 453
RGYTCAMTG 596
GGHFFFYVPPSPILF |810
MHC I
FFFYVPPSPILFCGA (813
YLRLWALSL 798
FMLLGMPYI 652 MHC |
SGYTWAPIS 489
Lind 32.0970 EYVLSSVSNTASYLR (786
TSFVVLCASPTMIVR |235 MHC ]
QKGTTYPTTPNGLPS |499
KGTTYPTTPNGLPSV (500
LinJ.36.2160 LAYDHRAYL 215 MHC |
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PARDNEPKL 423
TLPFWRVAW 190
TVATWVLLWRTRWAA (262
IRQGFESFPPTPKTS |377 MHC i
GFESFPPTPKTSMM |37
RLCPRGHSL 119
QSGHNSGCL 97 MHC |
LinJ.36.5700 IGPGSALAL 353
PRVTVPATMDKKMLL [454
MHC Il
VATAREIRQKYPRKR |69
FALKRLSSL 25
YWYWYPYLL 791
MHC |
SVIHNATVV 379
LinJ.28.1850
RGGSRMVAF 247
FYVANVLLQDITFRR {189
MHC Il
GAPVAAAVPESPEQK (324
YLQPSRTRL 332
KMLTKSSIM 294
MHC |
SAVTLGQYL 325
RPPPLDPEE 173
LinJ.19.0350
EMGVDYIVMTMVDRD |191
LVEQLAVTPLSVYAH |244 MHC |
LKLVEQLAVTPLSVY |[242

Fonte: Elaborado pelo autor.

*Classe de MHC predita na etapa de vacinologia reversa como ligante ao peptideo
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4.2.2 Analise estrutural da afinidade de ligagao de peptideos com MHC de

classes | e Il usando atracamento molecular

Os passos seguidos nesta etapa foram baseados no trabalho de Silva e
colaboradores publicado em 2016 (SILVA et al.,, 2016) e se baseiam em
atracamento molecular para a busca de potenciais peptideos imunogénicos capazes
de se ligarem a diferentes moléculas de MHC de classe | e Il de diferentes
populagées humanas. O delineamento experimental desta etapa esta representado

na Figura 9.

com peptideo com peptideo

[ Molécula de MHC ] Molécula de MHC
original avaliado

Simulacoes de

Atracamento molecular
Y

Vérias Vérias
conformagdes conformacgdes
geradas geradas

Selecao da conformacéo
com menor Isc

Y

[ Conformagao ] { Conformacgao ]
controle Comparacio experimental

Figura 9: Esquema do delineamento experimental das simulacdes de atracamento molecular. Isc:
Interface score.

Inicialmente foi realizado o download das estruturas dos alelos de MHC | (20
estruturas do PDB, identificadores: 2HJL (GILLESPIE et al., 2006), 3CON (RODER
et al., 2008), 3HCV (BELTRAMI et al., 2009), 3KPP (MACDONALD et al., 2009),
3L3D (THEODOSSIS; ELY; ROSSJOHN, 2010), 3RL1 (ZHANG et al., 2012), 3VCL
(PETERSEN; ROSSJOHN, 2012), 3VFS (LIU; ROSSJOHN; GRAS, 2012), 4F7M
(LIU et al., 2012), 4G8G (GRAS; WILMANN; ROSSJOHN, 2013), 4HWZ (NIU et al.,
2013), 4JQX (THEODOSSIS et al.,, 2013), 4MJ5 (LIU et al., 2014), 4MJI
(RIZKALLAH et al., 2014), 4NQV (ROSSJOHN; GRAS, 2013), 402C (SUN et al,,
2014), 4QRR (GRAS; CHABROL; ROSSJOHN, 2014), 4QRU (GRAS; TWIST;
ROSSJOHN, 2015), 4WU5 (SHIMIZU et al., 2015) e 4XXC (HIBBERT; ROSSJOHN,;
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GRAS, 2015)) e de MHC Il (12 estruturas do PDB, identificadores: 1A6A (GHOSH et
al., 1998), 1BX2 (SMITH et al., 1998), 1H15 (LANG et al., 2002), 1S9V (KIM et al.,
2004), 1UVQ (SIEBOLD et al.,, 2004), 1T YMM (HAHN et al., 2005), 2NNA
(HENDERSON et al., 2007), 2Q6W (PARRY, 2007), 3C5J (DAI; KAPPLER, 2008),
3LQZ (DAI, 2010), 3PL6 (SETHI; WUCHERPFENNIG, 2010) e 3WEX (KUSANO et
al., 2014)).

As estruturas foram preparadas removendo-se as moléculas de agua, as cadeias
néo participantes das interagées entre o peptideo e o MHC e os carboidratos. Apos
as etapas descritas acima, as estruturas cocristalizadas com seus respectivos
peptideos, (aqui denominado peptideo cocristalizado), foram submetidas ao
processo de atracamento molecular e utilizadas como controle para a etapa descrita

a seguir.

Usando o programa Pymol (SCHRODINGER, LLC, 2015) a cadeia de peptideos
cocristalizada em cada estrutura foi modificada para conter o mesmo numero de
residuos, ou seja, nove residuos para os peptideos com afinidade para MHC | e 15
para MHC Il. Residuos de alanina foram adicionados quando necessario para
alongar a cadeia peptidica, pois o peptideo cocristalizado era menor que o numero
de residuos estipulado inicialmente (9 residuos para moléculas de MHC de classe |
e 15 residuos para moléculas de MHC de classe Il). Para isso foi utilizada a opgéo
“Builder” do Pymol. Utilizou-se também o programa UCSF-Chimera (PETTERSEN et
al., 2004) para renumerar os residuos das cadeias e renomear as cadeias quando
necessario. Em seguida a cadeia de peptideos editada foi trocada pelos peptideos
das proteinas em estudo, equivalentes aos epitopos preditos. Para esse fim foi
desenvolvido um script em linguagem Python que utiliza a funcado mutagenesis do
programa Pymol (SCHRODINGER, LLC, 2015), descrito no apéndice E.

Os complexos obtidos foram entao submetidos a uma etapa de pré-empacotamento
utilizando o script flexpep_prepack do pacote Rosetta (LEAVER-FAY et al., 2011;
RAVEH; LONDON; SCHUELER-FURMAN, 2010). Apo6s essa etapa, foram
realizadas as simulagbes de atracamento utilizando o script FlexPepDocking,

também do pacote Rosetta. Os comandos estao descritos no Apéndice F.

Para quantificar a afinidade entre os receptores de MHC e os peptideos em estudo
foi utilizada uma pontuacdo do protocolo FlexPepDock do pacote Rosetta,
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denominada Isc (Interface score), que consiste na soma das contribuicdes
energéticas da interface de residuos entre os receptores e os epitopos em estudo. O
Isc foi a pontuacdo escolhida por Silva e colaboradores em 2016 citado
anteriormente. De acordo com esse trabalho um menor Isc se correlaciona com
maior afinidade de ligacdo. De acordo com Holland e colaboradores (2013) uma
maior afinidade entre peptideos e MHC estaria correlacionada, principalmente, com
maior numero de ligacbes de hidrogénio estabelecidas entre esses dois
componentes (HOLLAND; COLE; GODKIN, 2013).
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5.1 Parte 1 - Predicao de epitopos de células B conformacionais e correlagao

com desordem

5.1.1 Predicao estrutural das proteinas

5.1.1.1 Selecao de proteinas a serem modeladas

O primeiro passo para as modelagens foi a utilizagdo das sequéncias das proteinas

de interesse em buscas por proteinas similares com estruturas depositadas em

bancos de dados publicos. Os resultados desta analise para as 12 proteinas

estudadas sdo sumarizados nas Tabela 1 eTabela 2.

Seguindo os critérios antes estabelecidos (identidade acima de 35% e com mais de

70% de cobertura) somente foram selecionadas para modelagem as proteinas
identificadas pelos cdédigos LbrM28 V2.1900, LbrM28 V2.3070 e LbrM22 _V2.0110
de L. braziliensis e Lind.19.0350, LinJ.18.1500 e LinJ.28.1850 de L. infantum.

Um maior detalhamento desta etapa pode ser encontrado nos apéndices G e H.

Tabela 1: Moldes proteicos identificados para L. braziliensis

LbrM11_Vv2.0090

Molde* Identidade (%)** Cobertura (%)**
4u7a cadeia A 32,44 93
5em2 cadeia A 30,92 55
5cxc cadeia B 30,27 53
5cxb cadeia B 30,27 53

LbrM28_V2.1900***

Molde* Identidade (%)** Cobertura (%)**
5vhs cadeia U 36,45 98
5vhi cadeia U 36,45 98
5vhh cadeia U 36,45 98
5vgz cadeia U 36,45 98
5t0j cadeia U 36,45 98

LbrM28_V2.3070***

Molde*

Identidade (%)**

Cobertura (%)**
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4i1i cadeia B 85,49 100
4h7p cadeia A 85,49 100
2cvq cadeia B 50,47 99
LbrM13_V2.1480
Molde* Identidade (%)** Cobertura (%)**
5dbj cadeia A 38,67 13
LbrM22_V2.0110***
Molde* Identidade (%)** Cobertura (%)**
2vxo cadeia A 47,79 98
2ywc cadeia B 36,79 96
LbrM05_V2.0730
Molde* Identidade (%)** Cobertura (%)**
2yx0 cadeia A 34,67 35
2z2u cadeia A 30,00 38

Fonte: Elaborado pelo autor

* A descrigdo corresponde ao identificador da estrutura proteica do PDB e sua respectiva cadeia
**Comparacio entre o possivel molde e as proteinas de L. braziliensis a serem modeladas
***Proteinas que foram selecionadas para modelagem segundo o critério de possuirem moldes com
identidade maior ou igual a 35% e cobertura acima de 70%

Tabela 2: Moldes proteicos identificados para L. infantum.

LinJ.32.0970

Molde* Identidade (%)** Cobertura (%)**
Bvoz cadeia b 30,50 98
Svoy cadeia b 30,50 98
5vox cadeia b 30,50 98
3j9v cadeia b 30,50 98
3j9u cadeia b 30,50 98

LinJ.19.0350***

Molde* Identidade (%)** Cobertura (%)**
4u0p cadeia B 41,75 71
4u0o cadeia B 41,75 71
S5exk cadeia K 43,14 72

LinJ.18.1500***

Molde* Identidade (%)** Cobertura (%)**
5ksd cadeia A 36,74 85
1mhs cadeia A 33,41 84
4xeb5 cadeia A 26,88 69
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LinJ.36.5700

Molde* Identidade (%)** Cobertura (%)**
3dme cadeia A 28,04 61
4x9n cadeia A 31,45 30
4x9m cadeia A 31,45 30

LinJ.28.1850***

Molde* Identidade (%)** Cobertura (%)**
Svhs cadeia U 38,01 86
5vhi cadeia U 38,01 86
5vhh cadeia U 38,01 86
5vgz cadeia U 38,01 86
5t0j cadeia U 38,01 86

Fonte: Elaborado pelo autor.

* A descrigdo corresponde ao identificador da estrutura proteica do PDB e sua respectiva cadeia
**Comparacéo entre o possivel molde e as proteinas de L. infantum a serem modeladas
***Proteinas que foram selecionadas para modelagem segundo o critério de possuirem moldes com
identidade maior ou igual a 35% e cobertura acima de 70%

De acordo com a busca realizada utilizando o programa BLASTp nenhum potencial

molde foi encontrado para a proteina LinJ.36.2160 de L. infantum.

5.1.1.2 Modelagem comparativa usando Modeller

No processo de modelagem por homologia utilizamos a opg¢do do programa
Modeller que utiliza apenas um molde para cada proteina de interesse. Foram
selecionados os moldes com maior porcentagem de cobertura, maior porcentagem
de identidade e melhor resolugao da estrutura depositada no PDB (quanto menor o
valor em A, melhor a resolugéo) dentre os apresentados nas Tabela 1 eTabela 2. Os
moldes selecionados para cada uma das proteinas estao destacados em cinza na
Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas dos possiveis moldes para cada uma das proteinas modeladas. Os moldes
destacados em cinza foram os escolhidos para a modelagem usando o programa Modeller.

LbrmM28_Vv2.1900

Anotacao
Molde Resolucgao Oraanismo Funcional Identidade Cobertura
(A) 9 (Classes) (%) (%)

5vhs_U 8,8 Homo sapiens Hidrolase 36,45 98
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5vhi_U 6,8 Homo sapiens Hidrolase 36,45 98
5vhh_U 6,1 Homo sapiens Hidrolase 36,45 98
5vgz_ U 45 Homo sapiens Hidrolase 36,45 98
5t0_ U 8,0 Homo sapiens Hidrolase 36,45 98
LbrM28_V2.3070
Anotacao
~ . Funcional Identidade Cobertura
Molde Resolugao Organismo (Classes) (%) (%)
4i1i_B 1,5 Leishmania major Oxido- 85,49 100
redutase
4h7p A 1,3 Leishmania major Oxido- 85,49 100
redutase
2cvg_B 2,08 Thermus thermophilus ~ Oxido- 50,47 99
redutase
LbrM22_V2.0110
Anotacao .
Molde Resolugao Organismo Funcional Ider;‘t)}c;ade Cot;oe/r)tura
(Classes) 0 0
2vxo_ A 2,5 Homo sapiens Ligase 47,79 98
2ywc_ B 2,2 Thermus thermophilus  Ligase 36,79 96
LinJ.19.0350
Anotacao .
Molde Resolucao Organismo Funcional Iden:‘t;:ade Colioe/r)tura
(Classes) ° 0
4u0p_B 1,62 Thermosynechococcus Transferase 41,75 71
elongatus
4u0o_B 1,62 Thermosynechococcus Transferase 41,75 71
elongatus
5exk_ K 1,86 Mycobacterium Transferase 43,14 72
tuberculosis
LinJ.18.1500
Anotacao .
Molde Resolugao Organismo Funcional Ider;‘t)}c;ade Cot;oe/r)tura
(Classes) ° °
5ksd_A 3,5 Arabidopsis thaliana Transporte de 36,74 85
proteina
LinJ.28.1850
~ . Anotacao Identidade Cobertura
Molde Resolugao Organismo Funcional (%) (%)
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(Classes)
5vhs_U 8,8 Homo sapiens Hidrolase 38,01 86
5vhi_U 6,8 Homo sapiens Hidrolase 38,01 86
5vhh_U 6,1 Homo sapiens Hidrolase 38,01 86
5vgz_ U 45 Homo sapiens Hidrolase 38,01 86
5t0_ U 45 Homo sapiens Hidrolase 38,01 86

Fonte: Elaborado pelo autor.

O melhor molde esta relacionado a proteina LbrM28 V2.3070 (85,49% de
identidade e 100% de cobertura) e o pior a proteina LinJ.18.1500 (36.74% de
identidade e 85% de cobertura).

Em seguida um alinhamento par a par entre o melhor molde e a proteina alvo foi
realizado utilizando o arquivo “align2d.py” disponivel no tutorial oficial do Modeller.
Em seguida, de posse do alinhamento, quatro modelos estruturais para proteina

alvo foram construidos.

As informacgdes obtidas através do PDB acerca das caracteristicas biolégicas das
proteinas moldes selecionadas apresentaram consoancia com as informagdes
obtidas através do servidor Interpro das proteinas a serem modeladas e
apresentadas nos quadros 1 e 2, indicando fungbes bilégicas relacionadas entre

proteinas a serem modeladas e seus respectivos modelos.



60

5.1.1.3 Modelagem usando o servidor Web I-TASSER

O servidor Web |-TASSER seleciona moldes através da metodologia denominada
LOMETS (LOcal MEta-Threading-Server), um meta-servidor que combina a selecao
de moldes realizada por nove programas de “threading”. (PPA-I (WU; ZHANG,
2007), SP3 (ZHOU; ZHOU, 2005), PPA-II (WU; ZHANG, 2007), SPARKS (ZHOU;
ZHOU, 2004), PROSPECT (XU; XU, 2000), FUGUE (SHI; BLUNDELL; MIZUGUCHI,
2001), HHSEARCH (SODING, 2005), PAINT (WU; ZHANG, 2007) e SAM-T02
(KARPLUS et al., 2003)). Os melhores moldes identificados para cada proteina,

segundo o I-TASSER, estdo sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4: Melhores moldes identificados para cada proteina de acordo com o servidor I-TASSER.

Proteina a ser

Molde selecionado Identidade (%) Cobertura (%)

modelada
LbrM28_V2.1900 5l4k - cadeia N 35 88
LbrM28_V2.3070 4h7p - cadeia A 84 97
LbrM22_Vv2.0110 2vxo - cadeia B 49 96
LinJ.19.0350 5exi - cadeia A 29 67
LinJ.18.1500 2zxe - cadeia A 26 87
LinJ.28.1850 514k - cadeia N 36 88

Fonte: Elaborado pelo autor.

O melhor molde identificado esta relacionado a proteina LbrM28 V2.3070 (84.0% de
identidade e 97.0% de cobertura) e o pior a proteina Lind.19.0350 (29.00% de
identidade e 67.00% de cobertura).
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5.1.1.4 Modelagem usando o servidor Web RaptorX

O servidor Web RaptorX seleciona moldes a partir de uma busca inicial por moldes
unicos. Em seguida é montada uma matriz de probabilidade com base nos
resultados dessa primeira busca. Essa matriz € entao utilizada para alinhamentos
multiplos entre a sequéncia a ser modelada e os possiveis moldes (mais de um, se

possivel), ao final os moldes sao selecionados.

Os melhores moldes identificados para cada proteina, segundo o RaptorX, estao

sumarizados na Tabela 5.

Tabela 5: Melhores moldes identificados para cada proteina de acordo com o servidor RaptorX.

Proteina a ser

Molde selecionado Identidade (%) Cobertura (%)*

modelada
LbrM28_V2.1900 4ady - cadeia A 31 99
LbrM28_V2.3070 4h7p - cadeia A 85 100
LbrM22_V2.0110 2vxo - cadeia A 48 98
LinJ.19.0350 5exi - cadeia A 43 77
LinJ.18.1500 5ksd - cadeia A 37 86
LinJ.28.1850 4ady - cadeia A 31 99

Fonte: Elaborado pelo autor.
* A porcentagem relacionada a cobertura foi obtida através do programa BLASTp e ndo através do
servidor Web RaptorX

O melhor molde identificado esta relacionado a proteina LbrM28 V2.3070 (85.0% de
identidade e 100% de cobertura) e o pior a proteina LinJ.18.1500 (37.00% de
identidade e 86.00% de cobertura).

5.1.1.5 Avaliagao e minimizagao energética das estruturas preditas

Dependendo da abordagem utilizada (Modeller, I-TASSER e Raptor-X), o par da

proteina de interesse-molde pode gerar um ou mais modelos se faz necessaria uma
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analise e avaliacao desses modelos. Dessa forma, esta avaliagao foi feita através de
graficos de Ramachandran e teve como objetivo final o estabelecimento de um
unico modelo para cada uma das trés abordagens, para cada proteina de interesse.
Os modelos escolhidos foram submetidos a minimizacdo de energia potencial e
posteriormente a uma segunda etapa analitica envolvendo graficos de
Ramachandran. Os graficos de Ramachandran gerados para cada uma das
estruturas estdo apresentados no apéndice |. Os resultados da avaliacdo estado
apresentados na Tabela 6 e os melhores modelos, destacados em cinza, foram
selecionados com base em menores porcentagens de residuos em regides
energeticamente desfavoraveis (regides nao permitidas) e maiores porcentagens de

residuos em regides favoraveis.

Em relagcdo ao RMSD, com exce¢do do modelo da proteina LinJ.28.1850, todos
apresentaram um valor abaixo de 2,0 A, o que & indicativo de compatibilidade entre
o modelo gerado e seu molde (VERLI, 2014). No caso do modelo da proteina
LinJ.28.1850 o RMSD foi ligeiramente superior, e isso pode ter acontecido devido a
menor porcentagem de identidade entre a sequéncia dessa proteina e a sequéncia

do seu respectivo molde (31%).

Tabela 6: Valores de pontuacdes dos modelos obtidos pelas trés abordagens apés a submissdo dos mesmos
a minimizagfo energética. Modelos selecionados para etapa posterior estdo destacados em cinza.

Regides
Regides Regides nao
Abordagem favorecidas (%) permitidas (%) permitidas
(%) RMSD
(A)
LbrM22_V2.0110
I-TASSER 93.7 5.5 0.8 -
Modeller 92.5 6.0 1.5 -
RaptorX 96.0 3.5 05 0480
LbrM28_V2.1900
1.871

I-TASSER 91.4 7.1 1.5
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Modeller 93.3 5.0 16 -
RaptorX 92.6 5.4 19 -
LbrM28_V2.3070

I-TASSER 96.6 3.1 0.3 -
Modeller 98.8 0.9 ag SRR
RaptorX 98.1 12 0.6 -

Linj.19.0350

I-TASSER 87.1 10.7 22 -
Modeller 92.7 6.3 10 -
RaptorX 95.4 3.2 15 eEe

LinJ.18.1500

I-TASSER 89.6 75 29 -
Modeller 92.0 6.1 20 -
RaptorX 94 .1 4.9 0.9 Lo

LinJ.28.1850

I-TASSER 90.3 7.6 2.1 -
Modeller 94.9 4.2 0.8 -
RaptorX 95.0 3.4 I

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas Figura 10 e Figura 11 estao representados os graficos referentes aos escores

DOPE para os seis modelos escolhidos. Os modelos escolhidos para as trés

proteinas de L. braziliensis e para as proteinas LinJ.18.1500 e LinJ.28.1850 de L.

infantum apresentaram graficos com os escores DOPE bem semelhantes a seus

respectivos moldes. Essas semelhancas se destacam principalmente nas regides
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que apresentam baixo escore DOPE, indicativo de estabilidade energética, ou alto
escore DOPE, indicativo de menor estabilidade energética, tanto no modelo quanto
no molde utilizado. Isso pode ser observado na posicao 50 do alinhamento entre o
molde e o modelo da proteina LbrM28 V2.3070 na qual destaca-se um escore
DOPE inferior a -0,06 para ambos e proximo a posicdao 190 para essa mesma
proteina na qual destaca-se um escore DOPE acima de -0,03 para o molde e o
modelo. No caso do modelo feito para a proteina LinJ.19.0350 os graficos com os
escores DOPE do modelo e do molde se mostraram divergentes em alguns pontos.
Essas divergéncias podem ser justificadas pelas menores cobertura e identidade
apresentadas no alinhamento entre as sequéncias do molde e da proteina em

questao.
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LbrM28 V2.3070
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Figura 10: Graficos DOPE para os trés modelos selecionados para as proteinas de Leishmania braziliensis.

Em verde estéo representados os escores para os moldes utilizados e em vermelho estio representados os
escores para os modelos gerados.
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Figura 11: Graficos DOPE para os trés modelos selecionados para as proteinas de Leishmania infantum.
Em verde estdo representados os escores para os moldes utilizados e em vermelho estéo representados os
escores para os modelos gerados.
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5.1.2 Predicao de epitopos conformacionais de células B

Os modelos selecionados e validados foram alinhados estruturalmente a seus
respectivos moldes e inspecionados visualmente através do programa Pymol com o
objetivo de identificar as sobreposi¢cées das estruturas alinhadas assim como
incongruéncias. Em trés modelos (Figura 12) foram observadas regides que
apresentaram grande divergéncia estrutural com o molde utilizado (destacadas por
um circulo na figura em questdo). Essas regides foram removidas para evitar
predi¢cdes equivocadas. Os modelos foram entéo utilizados na predigao de epitopos

conformacionais de células B.

Figura 12: Alinhamento estrutural entre modelos (em azul) e moldes (em vermelho). A) corresponde a
proteina LinJ.19.0350, B) a proteina LinJ.28.18.50, C) a proteina LinJ.18.1500

0]

Quadro 4 sumariza as regides, inclundo posi¢des de residuos, que nao contribuiram
para o alinhamento estrutural. Nos casos das proteinas Linj.19.0350 e Linj.18.1500

essas regides foram especificamente aquelas nado cobertas pelo molde.
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Coincidentemente, essas duas proteinas foram aquelas que apresentaram menor

cobertura, 77% e 85%, respectivamente.

Quadro 4: Regides desconsideradas nas predicdes devido a divergéncia estrutural com os moldes.

Proteina Regibes desconsideradas
LinJ.19.0350 1-109, 394-412
Lind.18.1500 1-41, 890-974
LinJ.28.1850 283-331, 842-866, 874-919, 979-991

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relagdo a proteina LinJ.28.1850, na qual também identificamos visualmente um
trecho que nao contribuiu para o alinhamento estrutural (Figura 12C), € possivel
notar que, apesar da alta cobertura, a menor identidade gerou trechos de sequéncia
que nao se alinharam ao molde (Figura 13), gerando um modelo com divergéncia
estrutural em relacdo ao molde. Os modelos das proteinas de Leishmania
braziliensis nao apresentaram regiées com grande divergéncia estrutural em relagao

ao molde e nenhuma regiao foi desconsiderada.

LinJ.28.1850 MVQGLSSAKAVLALLSEEENLVVLFALKRLSSLMDTFWHEVSAKLPLIEELAASEKLADE 60
4adyn —-=== TTAAPLLALLRENQDSVKTYALESINNVVDQLWSEISNELPDIEALYDDDTEFS-- 60

LinJd.28.1850 TRRLASLVASQVYFHLGDYSNSVKHALAAGTAFDATTRSLETDTILSRCIDTYVAYQETP 120

4adyA DREMAALIASKVYYNLGEYESAVKYALAAKDREFDIDEKSQFVETIVSKSIEMYVQEASKQ 120
LinJ.28.1850  -——---- ESERAELPPKLEELFVSLTKSWVMENETMADLKEMVGEFTVRAFRLDFLEKVLRQ 180
4adyA YTKDEQFYTKDIIDPKLTSIFERMIEKCLKAS----ELKLALGIALEGYRLDIIESALKS 180

LinJd.28.1850 ALS--KTHSAEILNFTEFYVANVLLODITFRRKVLRLLADLYTDGLSTIDYYSLAHCLLFL 240
4adyA KLDQSTSENVKIINYLLTLAITTVINSKFRSSILRKSFDFLMNM—-PNCDYLTLNKVVVNL 240

LinJ.28.1850  GDVEATSNLICGLWRGGSRMVAFQLAFDLFEYGNQEYLSGVVAHLDKQLGVAEQALAVQP 300
4adyn NDAGLALQLFKKLKEENDEGLSAQIAFDLVSSASQQLLEILVTELTAQGY EESEESEEEE 3(0

LinJ.28.1850 APSTSDAAGAAAAPSAPATSLSPTTTAGDASGAPVAAAVPESPEQKLLSVLSGQVTTNLN 360

4adya NN PALINTLSGLPTCDYY 360
LinJ.28.1850  VKYLYSRCVADVYVLMHIKKMTDPRNSVIHNATVVANAFMYSGTTMDGFLRDNMKWLGAA 420
4adya NTFLLNNKNIDIGLLNKSKSSLDGKFSLFHTAVSVANGFMHAGTTDNSFIKANLPWLGKA 420

LinJ.28.1850 QOHWAKFTAVASTGAIHRGHTEEAMRVLEQYLPKGPSVPTLPYQEAGALYALGLIYSPLGA 480
4adyA ONWAKFTATASLGVIHKGNLLEGKKVMAPYLPGS--RASSRFIKGGSLYGLGLIYAGEFGR 480

LinJd.28.1850 TRDRRTIQYLEENLQK--FSTNVQOMVHGASLGIGLTAMGLODEGLYDALEFTCVTGMDAVA 540
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4dadyA

LinJd.28.
4adyA

LindJd.28.
4adyA

LinJ.28.
4adyA

LindJd.28.
4adyA

LinJ.28.
4adyA

LinJ.28.
4adyA

LinJ.28.
4adyA

LinJd.28.
4adyA

1850

1850

1850

1850

1850

1850

1850

1850

DTTDYLKNIIVENSGTSGDEDVDVLLHGASLGIGLAAMGSANIEVYEALKEVLYNDSATS 540

AEGASVGVGMLMLGSGNDIVLQSLKNVAYEENQKEKVIRGVCMAMALINLGREDEALLLA 600
GEAAALGMGLCMLGTGKPEATIHDMFTYSQET-QHGNITRGLAVGLALINYGRQELADDLI 600

EELLESGDPWVRLGGCFVLGLAYAGTENAKTIEKLLSVTVKDMSDDVRRTAVTMVGFLTFE 660
TKMLASDESLLRYGGAFTIALAYAGTGNNSAVKRLLHVAVSDSNDDVRRAAVIALGEVLL 660

KDPNLCLDLIRVLVDSYSPHVRYGVAMALAVSAAGTGNAAVIDVLWDMLEDIVDYVRQGA 720
RDYTTVPRIVQLLSKSHNAHVRCGTAFALGIACAGKGLQSAIDVLDPLTKDPVDEVRQAA 720

AMGLAMVMVQLTEKENPRVKDFRLLLEKKIEDRNEGRCSKEFGYVLASGLLDAGGRNCTFA 780
MIALSMILIQQTEKLNPQVADINKNFLSVITNKHQEGLAKFGACVAQGIMNAGGRNVTIQ 780

LHKQ--RHRLDKAVVGVFMFLQYWYWYPYLLMITLAMQPTCIIGLNESL-ELPEYTFKSN 840
LENADTGTLDTKSVVGLVMFSQFWYWFPLAHFLSLSFTPTTVIGIRGSDQAIPKFQMNCY 840

APPSTYAVPKSVLQEKRVKTSEVQAVVLSTTRKEEELRQRRHQGPGSPGLAAGASATGAP 900

AKEDAFS Y PR —— 000

GGDGGAAEAGSKRGGDKDGGGESGEAAEQEPAFELLHNPARVTAHQFSVISHDVDVRYVP 960

e K Y SSKPYKVDNMTR ILPQQSRYISFIKDDRFVP 960

LKP---KPMGICLLKDTKPEMGAEVLVAP----- VVLSDRDEAPVPEPEFSYP 1012

VRKFKG-NNGVVVLRDREPKEPVALIETVROMK D e 1012

Figura 13: Alinhamento entre a proteina LinJ.28.1850 e seu respectivo molde. As regides destacadas em

cinza representam regides que ndo se alinharam.

Apos a curadoria e edicao dos alinhamentos estruturais, as predigcbes de epitopos

conformacionais de células B foram feitas usando os preditores BEpro, DiscoTope,

Ellipro e EPCES usando como base os modelos estruturais proteicos construidos

para as proteinas em estudo.

Os resultados dos preditores foram utilizados na elaboracdo de mapas de

distribuicao de residuos de epitopos preditos (Figura 14 e Figura 15) que facilitaram

a visualizacdo de regides consenso preditas como epitopos conformacionais de

células B nas proteinas analisadas. Os resultados referentes as predicbes estao

descritos no apéndice J
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Figura 14: Regides preditas como imunogénicas nos modelos das proteinas Leishmania braziliensis. O eixo
y representa as posigdes de residuos, o eixo x representa os preditores de epitopos conformacionais de células
B. As regides verdes representam as predigcdes de imunogenicidade e as regides vermelhas representam o

consenso dos quatro preditores.
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Figura 15: Regides preditas como imunogénicas nos modelos das proteinas de L. infantum. O eixo y
representa as posi¢des de residuos, o eixo x representa os preditores de epitopos conformacionais de células B.
As regides verdes representam as predigdes de imunogenicidade, as regides vermelhas representam o consenso
dos quatro preditores e as regides em cinza representam as partes das proteinas que foram desconsideradas nas

predigdes.

Nas Figura 16 e Figura 17 € possivel observar a localizacdo dos residuos
identificados como epitopos conformacionais de células B, consenso pelos
preditores, nos modelos estruturais construidos para cada proteina (destacadas por

um circulo).
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Figura 16: Estrutura das proteinas de L. braziliensis destacando em laranja os residuos identificados
como epitopos conformacionais de células B consenso entre os preditores. A) Proteina LbrM28 V2.3070, o
consenso estd nos residuos S213, F214, D302, P303, P304, Q305, Q306; B) Proteina LbrM28 V2.1900, o
consenso esta nos residuos R745-D746, 864-881 (EELRQRRHQGPGGPGLPA), E897-A898, E988; C) Proteina
LbrM22 V2.0110, o consenso esta nos residuos K2999 e G301.
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Figura 17: Estrutura das proteinas de L. infantum destacando em laranja os residuos identificados como
epitopos conformacionais de células B consenso entre os preditores. A) Proteina LinJ.28.1850, o consenso
esta nos residuos G282, P332, E333, P447, R743, N744, L840, E964, G966; B) Proteina LinJ.18.1500, o
consenso esta nos residuos D45, E46, R47, P85, S86, W87, K555, D556, A557, E562, S691, V692, D847,

V849, L850.

Com relagdo a predicdao de epitopos da proteina LinJ.19.0350 nado ocorreu

concordancia entre todos os preditores.

5.1.3 Predicao de regioes desordenadas

Abordagens preditivas visando a identificacdo de trechos desordenados foram

empregadas para as seis proteinas modeladas. Quatro proteinas tiveram regides

preditas como desordenadas e estdo sumarizadas no Quadro 5.

Quadro 5: Trechos de sequéncias preditos como desordenados em consenso pelos programas DisEMBL,

GlobPipe, IUPred e VSL2B.

Proteina original

Trechos desordenados ™

LinJ.18.1500 1..82, 482..525, 904..964
LinJ.19.0350 1..44,52..141, 273..320
LinJ.28.1850 287..339 822..925

LbrM28_V2.1900

288..341 823..927

Fonte: Elaborado pelo autor.
*As posi¢des dizem respeito aos residuos nas proteinas de estudo.

**Coordenadas agrupadas por .. indicam trechos consecutivos da proteina
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Na Figura 18 é possivel observar os trechos desordenados nos modelos estruturais

gerados na etapa de modelagem.

Figura 18: Localizacio das regides preditas como desordenadas (em verde) nos modelos estruturais das
proteinas. Proteina de L. braziliensis (A) LbrM28 V2.1900 e proteinas de L. infantum (B) LinJ.28.1850, (C)
LinJ.19.0350 e (D) LinJ.18.1500

Podemos citar alguns trechos proteicos preditos como desordenados que coincidem
com predicbes consenso de epitopos conformacionais de célula B, representados
na Figura 19 (destacados por um circulo). Entre eles, os residuos 864-881
(EELRQRRHQGPGGPGLPA), E897-A898, E988 da proteina LbrM28 V2.1900, os
residuos D45, E46, R47 da proteina LinJ.18.1500 e os residuos G282, P332, E333,
L840, da proteina LinJ.28.1850.
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Figura 19: Trechos proteicos preditos como desordenados que coincidem com predi¢des consenso de
epitopos conformacionais de célula B, em rosa. Proteina de L. braziliensis (A) LbrM28 V2.1900 e
proteinas de L. infantum (B) LinJ.18.1500. (C) LinJ.28.1850.
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5.2 Parte 2- Analise estrutural da afinidade de ligagao de peptideos com MHC
de classes | e Il usando atracamento molecular
5.2.1 Atracamento molecular aplicado a analise estrutural da afinidade de

ligacao de peptideos com MHC de classes | e |l

O atracamento molecular foi realizado com o pacote de programas Rosetta.
Particularmente, utilizamos o programa denominado Flex Pep Docking, direcionado
especificamente para estudos de atracamento molecular de peptideos. Este
programa foi implementado para cada um dos peptideos ligantes com cada uma das

moléculas de MHC de classe | e |l selecionadas para este trabalho.

Apbs as simulagbes de atracamento molecular foram obtidas varias conformacgdes
preditas para cada uma das possibilidades de combinagbées entre peptideos e
moléculas de MHC (Figura 20).

Figura 20: Possibilidades de conformacdes geradas pelo atracamento molecular. Em laranja, a molécula
de MHC I de humano 2HJL (GILLESPIE et al., 2006); em verde, a conformagdo do peptideo cocristalizado;
em preto, 10 possibilidades de conformagdes para o peptideo avaliado (FALKRLSSL) segundo as
simulag¢des de atracamento.

Para cada uma das possiveis conformagdes sado geradas pontuagdes denominadas
Isc. A conformagdo com o melhor Isc foi selecionada (resultados completos
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detalhados nos apéndices K e L) e utilizada para construgdo dos mapas de
interacao para as duas classes de MHC (Figura 21 e Figura 22), quanto mais clara a
cor, maior o valor de Isc e mais fraca a estabilidade da conformagéo gerada pela
simulacao de atracamento molecular. Na primeira linha desses mapas de interagao
estdo os resultados para os atracamentos realizados entre as moléculas de MHC e
os peptideos que foram cocristalizados com as mesmas (originais). Nas linhas
seguintes estao representados os resultados das simulagbes de atracamento
molecular realizadas entre as moléculas de MHC e as sequéncias de peptideos em

estudo.
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2HJL 3C9N 3HCV 3KPP 3L3D 3RL1 3vCL 3VFS AFTM 4G8G  4HWZ 4Qx 4M)5 amji ANQV 402C 4QRR 4QRU 4wWU5 AXXC

original

-50.000
FALKRLSSL -

FMLLGMPYI
IGPGSALAL -
KMLTKSSIM ~ ~43.000
KPQRRQSVL -
LAYDHRAYL -
LVVSIPIAL - - 40.000
PARDNEPKL -
QMVYNQDEI -
QSGHNSGCL -
- 35.000
RGGSRMVAF -
RGYTCAMTG -
RLCPRGHSL -

- 30.000
RPPPLDPEE -

SAVTLGQYL
SGYTWAPIS -
SVIHNATVV - r-25.000
TLPFWRVAW

YLLARFYET -

YLQPSRTRL
F-20.000

YLRLWALSL -

YWYWYPYLL

Figura 21: Resultado das simulacdes de atracamento molecular entre os peptideos avaliados, peptideos originais e moléculas de MHC I. Quanto mais intensa a cor
menor o valor de Isc, o que ¢ indicativo de maior possibilidade de uma apresentagdo bem-sucedida do peptideo para o sistema imune.



1A6A 1BX2 1H15 159V wuvag IYMM 2NNA 2Q6W 3C5) 3LQz 3PL6 SWEX
e

- 60.000
original
EMGVDYIVMTMVDRD
EYVLSSVSNTASYLR - 55.000
FFFYVPPSPILFCGA
FYVANVLLQDITFRR
- 50.000
GAPVAAAVPESPEQK
GFESFPPTPKTSMML
GGHFFFYVPPSPILF “43.000
IRQGFESFPPTPKTS
KGTTYPTTPNGLPSV —+ . 40.000
LKLVEQLAVTPLSVY
LVEQLAVTPLSVYAH
- 35.000
PRVTVPATMDKKMLL
QKGTTYPTTPNGLPS
TSFVVLCASPTMIVR - 30.000
TVATWVLLWRTRWAA
VATAREIRQKYPRKR
L F-25.000

Figura 22: Resultado das simulacdes de atracamento molecular entre os peptideos avaliados, peptideos originais e moléculas de MHC II. Quanto mais
intensa a cor menor o valor de Isc, o que é indicativo de maior possibilidade de uma apresentacdo bem sucedida do peptideo para o sistema imune.
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As Tabela 7 eTabela 8 mostram um ranqueamento dos peptideos analisados em
funcdo do numero de alelos em que cada peptideo alcangou um Isc menor,
indicativo de maior afinidade, do que o do peptideo original. Dentro dessa
perspectiva, os peptideos que apresentaram maior afinidade com um maior nimero
de alelos de MHC foram: o peptideo YWYWYPYLL (seis simulacbes), para
simulagdées com as estruturas de MHC |, e o peptideo GGHFFFYVPPSPILF (quatro
simulagdes) para simulagdes com as estruturas de MHC II. Peptideos com um valor
de Isc menor quando comparados ao peptideo original para mais de um alelo
tendem a possuir uma maior capacidade de interagdo com variagbes estruturais
(resultante das variagdes alélicas) das moléculas de MHC, e por isso podem ser
mais abrangentes quando utilizados para indugao de resposta imune na populagao

humana.

Tabela 7: Ranqueamento dos peptideos analisados em funcio do niimero de alelos para os quais as
simulacées apresentaram Isc menor em comparacio a simulagio MHC I- peptideo cocristalizado.

Peptideo 3 N N
(posi¢ao no Numero de Peptideo Numero Peptideo Numero
posi¢ alelos P de alelos P de alelos

ranqueamento)

YWYWYPYLL (1) 6/21 QSGHNSGCL (4) 2/21  YLLARFYET (5) 1/21

TLPFWRVAW (2)
4/21 QMVYNQDEI (4)  2/21 IGPGSALAL (6)  0/21

KMLTKSSIM (3) 3/21 RGGSRMVAF (4) 2/21 RPPPLDPEE (6) 0/21
LAYDHRAYL (3) 3/21 SGYTWAPIS (5) 1/21
FALKRLSSL (3) 3/21 LVVSIPIAL (5) 1/21
YLRLWALSL (3) 3/21 SAVTLGAQYL (5) 1/21
YLQPSRTRL (3) 3/21 RGYTCAMTG (5) 1/21
FMLLGMPYI (4) 2/21 RLCPRGHSL (5) 1/21
SVIHNATVV (4) 2/21 PARDNEPKL (5) 1/21

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 8: Ranqueamento dos peptideos analisados em funcio do nimero de alelos para os quais as
simulacées apresentaram Isc menor em comparacéo a simulacio MHC II- peptideo cocristalizado.

Peptideo ,
. , . Numero
(posi¢ao no Numero de alelos Peptideo
de alelos
ranqueamento)

GGHFFFYVPPSPILF (1) 4/12 TSFVVLCASPTMIVR (6) 112



LVEQLAVTPLSVYAH (2)

TVATWVLLWRTRWAA (2)
EMGVDYIVMTMVDRD (4)
LKLVEQLAVTPLSVY (5)
FYVANVLLQDITFRR (5)
GAPVAAAVPESPEQK (6)
PRVTVPATMDKKMLL (6)
EYVLSSVSNTASYLR (6)

3/12

3/12
2/12
212
212
112
112
112

IRQGFESFPPTPKTS (6)

FFFYVPPSPILFCGA (6)

VATAREIRQKYPRKR (6)
QKGTTYPTTPNGLPS (7)
KGTTYPTTPNGLPSV (7)
GFESFPPTPKTSMML (7)

112

112
112
0/12
0/12
0/12

83

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

6.1 Parte 1- Predicao estrutural, predicao de epitopos de células B
conformacionais e correlagao com desordem

6.1.1 Modelagens

A determinacado de estruturas proteicas a partir de moldes tem sido usada com
sucesso em estudos de modelagem de complexos de ligagdo entre biomoléculas
(XU et al., 1996), predicao de sitios de ligacao de proteinas (MATSUMOTO et al.,
1995), modelagem molecular de organelas (SPAHN et al., 2001) e anotacao
funcional de genes (GOPAL et al., 2001). Um ponto critico conhecido da técnica
esta relacionado a necessidade da existéncia de estruturas similares depositadas
em bancos de dados estruturais. Este foi um fator que viabilizou a modelagem de

apenas seis moléculas das 12 inicialmente propostas.

Utilizamos trés diferentes programas de modelagem vinculados aos algoritmos I-
TASSER, Modeller e RaptorX, e em cada abordagem foi utilizada uma forma distinta
de busca de moldes. E importante ressaltar que dentro dessas estratégias
encontramos consensos e ndo consensos na selecao dos moldes. Especificamente
para a proteina LbrM28 V2.3070 houve consenso entre as trés abordagens e um
mesmo molde foi selecionado como mais adequado para as modelagens estruturais
computacionais. Em relacdo a proteina LbrM28 V2.3070 houve consenso na
selecdo do melhor molde somente entre o I-TASSER e o Modeller. Para as
proteinas LbrM22_V2.0110 e LinJ.19.0350 houve consenso na selegcdo do molde
entre o Raptor-X e I-TASSER. Ja para a proteina LinJ.28.1850 o mesmo molde foi
selecionado pelo Modeller e RaptorX. Para a proteina LbrM28 V2.1900 n&o houve

consenso na selecao do molde entre as abordagens.

Essas diferencas na selecao de moldes estao relacionadas a diferengca na forma de
busca de moldes empregadas em cada uma dessas abordagens. Enquanto a busca
por moldes utilizada na modelagem pelo Modeller foi baseada em comparagdes de
sequéncias proteicas par a par (BLAST), as duas outras abordagens foram
baseadas em métodos threading, que envolvem comparacdo de sequéncias e

estruturas de proteinas. O método threading € muito util quando existem poucos
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moldes disponiveis com alta similaridade com a sequéncia de proteina que se
deseja modelar (FISER, 2010). Esse foi o método que demonstrou melhores
resultados, uma vez que em cinco das seis proteinas modeladas, ele foi o método
utilizado capaz de gerar modelos com menor propor¢cao de residuos em regicoes
nao permitidas de acordo com analises realizadas utilizando graficos de
Ramachandran. Em relacdo as buscas empregadas, aquela utilizada através do
servidor Web I-TASSER utiliza um meta-servidor (LOMETS) que emprega nove
diferentes métodos Threading, € os moldes finais sdo selecionados a partir do
consenso desses nove métodos (WU; ZHANG, 2007). O método de busca de
moldes do RaptorX se baseia inicialmente na identificacdo de moldes unicos, para
determinar os melhores; a partir dessa busca inicial € montada uma matriz de
probabilidade que é utilizada para alinhamentos multiplos entre a sequéncia a ser
modelada e os possiveis moldes. Ao final os moldes sao selecionados (PENG; XU,
2011). No caso das modelagens locais usando o Modeller selecionamos um unico

molde a partir de uma busca por similaridade usando o pacote BLAST.

A utilizacdo de multiplos moldes pode ser vantajosa em alguns sentidos:
possibilidade de aumentar a cobertura do alinhamento entre a proteina a ser
modelada e os moldes; e utilizagdo de moldes que se complementam (uma dada
proteina pode ser mais similar a um molde em uma regiao e a outro molde em outra
regidao) (PENG; XU, 2011). Essas duas vantagens podem justificar o fato de a
maioria das proteinas analisadas neste trabalho terem os melhores modelos

construidos a partir de mais de um molde.

Em relacdo a qualidade, todos os modelos apresentaram uma porcentagem baixa
de residuos em regides consideradas estruturalmente desfavoraveis nos graficos de
Ramachandran. E com excec¢ao da proteina Lind.19.0350, os modelos das proteinas
apresentaram graficos similares de escore DOPE quando comparados com o0s
graficos de escore DOPE dos molde, o que é indicativo de um bom modelo para se
fazer predicbes de epitopos conformacionais de células B. Finalmente,
considerando a qualidade dos modelos gerados, o seu potencial emprego na
identificacdo de motivos de interacao proteina/sistema imune e os baixos custos
associados, avaliamos que o emprego da técnica é bastante promissor em analises
de imunoinformatica visando ao direcionamento de uma experimentacdo mais

assertiva.
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6.1.2 Predicao de epitopos conformacionais de células B

Nos dultimos anos ocorreu um crescente fortalecimento do emprego da
imunoinformatica no contexto de desenvolvimento de vacinas e ferramentas de
diagnéstico. Essa estratégia computacional de identificagdo de potenciais moléculas
indutoras de resposta imune permite a busca por imunofarmacos, novos antigenos
vacinais, em um curto periodo de tempo com custos reduzidos (THOMAS,;
DILBAROVA; RAPPUOLI, 2016, BAMBINI; RAPPUOLI, 2009), como foi o caso da
vacina contra Meningococcus B que foi licenciada na Europa em 2013 e nos
Estados Unidos da América em janeiro de 2015 (GIULIANI et al., 2006).

Nos ultimos anos, além da analise de dados de sequéncias de aminoacidos, vem
sendo adotada na imunoinformatica a utilizagcdo de informagdes estruturais
(DORMITZER; ULMER; RAPPUOLLI, 2008), o que €& imprescindivel para responder
questdes acerca das interacdes entre sistema imune e antigenos. Nesse contexto, o
presente trabalho emprega de maneira integrativa as mais recentes estratégias de
modelagem estrutural visando a identificacdo e a avaliagdo de epitopos de L.
infantum e L. braziliensis a partir de antigenos previamente selecionados através de

vacinologia reversa.

A primeira etapa deste trabalho consistiu na modelagem estrutural de proteinas de
Leishmania para posterior predicao de epitopos de células B conformacionais. Os
epitopos de células B podem ser classificados em lineares e conformacionais. Os
lineares sdo compostos de uma sequéncia continua de residuos, enquanto os
conformacionais sao constituidos de residuos com descontinuidade sequencial, mas
com vizinhanga espacial (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Um estudo anterior
demonstrou que a maioria dos epitopos de células B sdo conformacionais (HASTE
ANDERSEN; NIELSEN; LUND, 2006), o que subsidia uma atencado especial em
métodos capazes de identificar esse tipo de epitopo, que foi um dos objetos de

estudo deste trabalho.

Até o momento, o desempenho de métodos para mapeamento in silico de epitopos
de células B é considerado moderado. Podemos levantar dois pontos como os mais
significantes para explicar tal fato, sdo eles: a) atualmente, nem mesmo as
abordagens experimentais de referéncia (métodos baseados em cristalografia,

métodos baseados em espectrometria de massa, ressonancia magnética nuclear e



87

ressonancia plasménica de superficie) sao capazes de mapear todos os potenciais
epitopos em um determinado antigeno, e assim seria dificil esperar tal desempenho
das abordagens computacionais; e b) a producdo de anticorpos é elicitada contra
um antigeno frente a um dado contexto biolégico multifatorial (presenca de
moléculas coestimulatérias, microambiente) e ndo contra o mondmero antigénico
isolado avaliado nas abordagens in silico. A desconsideracao desses aspectos leva
a predicdo de falsos positivos e consequentemente a baixos valores de
desempenho (KRINGELUM et al., 2012). No sentido de diminuir o viés relacionado

ao item b, o resultado consenso de quatro preditores foi aplicado neste trabalho.

Em relagcdo ao papel da resposta humoral em leishmaniose, em 2006, Reis e
colaboradores, estudando leishmaniose visceral, avaliaram céaes infectados com a L
(L.) chagasi e relataram uma correlacao positiva entre parasitismo tecidual e niveis
de IgG, 1gG2, IgM e IgA. De forma diferente para IgG1 nesse mesmo trabalho foi
relatada uma correlacdo negativa entre essa subclasse de imunoglobulina e
parasitismos e sinais clinicos (REIS et al., 2006). Outros trabalhos em caes também
relataram essa associacdo (ALMEIDA et al., 2005). Em outro trabalho foi
demonstrado que a subclasse de imunoglobulina IgG2 estaria associada a
resisténcia contra leishmaniose canina, enquanto IgG1 estaria relacionada a
suscetibilidade (DE OLIVEIRA MENDES et al., 2003). Além disso, de acordo com
Day (2007) a reposta humoral nao seria polarizada, uma vez que essas duas
subclasses de imunoglobulinas se elevariam com o passar do tempo e essa
observacao também seria verdadeira para casos humanos de leishmaniose visceral
(DAY, 2007).

Para leishmaniose cutanea, Ulrich e colaboradores (1995) reportaram altos niveis de
imunoglobulinas da subclasse IgG4 em manifestacao do tipo cutanea difusa (o tipo
associado ao pior prognostico) comparando as subclasses de IgG nas respostas em
diferentes infecgbes caracterizadas por anergia de resposta celular (leishmaniose
visceral e hanseniase) (ULRICH et al., 1995). Em relacdo as subclasses IgG1,
IgG2 e 1gG3, Rodriguez e Ulrich (1996) indicaram uma possivel correlacdo entre
deteccdo dessas subclasses e imunidade mediada por célula (RODRIGUEZ,
CENTENO; ULRICH, 1996).

Considerando os aspectos citados acerca da real contribuicdo da resposta humoral

nas leishmanioses, os resultados de epitopos conformacionais de células B deste
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trabalho poderao contribuir para a elucidacao dessa questdo, uma vez que se estes
epitopos forem confirmados como imunoprotetores em analises experimentais, o
subtipo de imunoglobulinas associados ou néo a sua protegdao poderdo ser

determinados e avaliados.

Entre os preditores de epitopos de células B conformacionais houve auséncia de
consenso entre os resultados para as proteinas analisadas, o que pode ser
explicado pela diferenga nas abordagens empregadas por cada algoritmo. O
programa Ellipro faz predi¢cdes a partir de identificacdes de protusdes na estrutura e
foi desenvolvido sem treinamento de maquinas. Ele foi o preditor que gerou maior
numero de predi¢cdes para todos os modelos avaliados. Esse maior numero pode
estar associado a nao utilizagdo de escala de propensdo de aminoacidos. O BePro
combina pontuagdes de propensédo de aminoacidos e identificacdo de superficie de
acessibilidade do solvente ao residuo e foi o preditor que gerou menos predi¢gdes. O
Discotope, de forma similar ao BePro, combina pontuacbes de propensédo de
aminoacidos e superficie de acessibilidade do solvente ao residuo e apresentou
maior consenso de predicdo com o preditor Bepro. O EPCES utiliza uma abordagem
baseada em atracamento molecular e gerou predicbes com poucos residuos
consenso com os outros preditores. Como os preditores utilizam abordagens
diferentes de predi¢cdo, os residuos preditos por todos eles possuem maiores
chances de induzir resposta imune protetora conforme algumas publicagées (LIANG
et al., 2009; MUKONYORA, 2015).

As caracteristicas fisico-quimicas dos epitopos de células B foram analisadas em
diversos trabalhos. Em 1981, Hopp e Woods relataram uma possivel correlagao
entre aminoacidos hidrofilicos carregados e epitopos. Desde entdo varios
parametros fisico-quimicos foram propostos para assistirem na localizacao de
epitopos de células B. Em relagdo ao numero de residuos de aminoacidos os
estudos sugerem que os epitopos de células B possuem de 10 a 20 residuos
(KRINGELUM et al., 2013). Nesse contexto, baseado nas predi¢gdes consenso deste
trabalho, apenas para a proteina LbrM28 V2.1900 (Figura 16B) observamos uma
regiao com 18 residuos contiguos. Para as outras predicbes consenso com até
cinco residuos contiguos foram identificados (LbrM28 V2.3070). Tal fato poderia ser
explicado pela existéncia de epitopos conformacionais, nos quais os residuos nao

precisam necessariamente estar contiguos para interacdo com o anticorpo. Assim
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sendo, para algumas das proteinas estudadas foram observadas regides consenso
com vizinhanga espacial, como por exemplo, nas proteinas, LbrM22 V2.0110,
LinJ.28.1850, LinJ.18.1500, (Figura 16C, Figura 17A e Figura 17B). E importante
ainda citar que para o preditor BEpro pouquissimas regides foram preditas para
todas as proteinas e, como usamos o0 consenso de quatro preditores, regides
capazes de estimular resposta de células B in vivo podem ter sido descartadas.
Sendo assim, os residuos preditos neste trabalho como capazes de estimular
resposta de células B devem ser vistos como indicadores de uma possivel interacao
com anticorpo na regido estudada. Estudos posteriores visando a avaliagao
experimental desses residuos devem, portanto, incluir a analise do dominio

estrutural no qual os residuos se inserem.

De acordo com artigos publicados em 2008 por Rubinstein e colaboradores e Ofran
e colaboradores, os epitopos de células B estdo presentes em sua maioria em
regides de loops e em menor frequéncia nas conformagdes secundarias (alfa-
hélices e folhas-beta) (OFRAN; SCHLESSINGER; ROST, 2008; RUBINSTEIN et al.,
2008). Neste trabalho a maior parte das regiées do consenso representam /loops
(Figura 16 e Figura 17), sendo que apenas para as proteinas LbrM28 V2.3070 e
LbrM28 V2.1900 foram preditos epitopos sobre alfa-hélices (Figura 16A e Figura
16B, respectivamente). Considerando ainda o aspecto de acessibilidade estrutural,
todas regides consenso preditas estdo localizadas em porgbes expostas das

proteinas, a principio acessiveis para o anticorpo.

E importante considerar que preditores de células B como um todo ainda
apresentam valores de sensibilidade e especificidade baixos (BACKERT,;
KOHLBACHER, 2015). Além disso, esses resultados foram obtidos a partir de
modelos estruturais utilizando abordagens in silico que, apesar da boa qualidade,
podem conter imprecisbes, principalmente para as proteinas LinJ.19.0350,
Lind.18.1500 e LinJ.28.18.50 (Figura 12) que apresentaram menor identidade e
cobertura em relacdo aos seus respectivos moldes. Por esse motivo todos os
resultados advindos desses modelos devem ser considerados com cautela, mas sido
de qualquer forma um indicador valioso na busca de epitopos em proteinas,

principalmente quando se deseja avaliar antigenos em larga escala.
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6.1.3 Predicao de regioes desordenadas

As estratégias de selecdo de candidatos vacinais através da vacinologia reversa
permitiram a busca de antigenos em diversos patégenos (CHIANG et al., 2015;
MAIONE, 2005; MONTIGIANI et al., 2002; NAZ et al., 2015; TALUKDAR et al., 2014;
WIZEMANN et al.,, 2001). Em 2012 foi licenciada na Europa com base nesse
meétodo a vacina contra meningococos B (SERRUTO et al., 2012). Apesar de todo o
sucesso, ainda ha espago para aprimoramento da técnica. Nesse intuito é
fundamental a busca de novas caracteristicas relacionadas a resposta imune e
ainda, como ja foi citada, a utilizagdo de caracteristicas estruturais na selecao de
novos antigenos. A predicao de regides desordenadas neste trabalho seguiu esse
propésito.

O trabalho pioneiro de Westhof e colaboradores (1984) descreveu que a flexibilidade
da cadeia de residuos de determinada proteina pode ser um indicativo de
antigenicidade (WESTHOF et al., 1984). Nesse mesmo ano Stahl e colaboradores
também correlacionaram imunodominancia com regides desordenadas estruturais
(STAHL et al., 1984). Os resultados gerados pelo presente estudo corroboram esses
achados, uma vez que seis regides de um total de 23 regides proteicas preditas
como imunogénicas, neste trabalho, coincidem com regidées preditas como
desordenadas estruturalmente. Essas observagcbes podem estar correlacionadas a
uma maior exposicao da regido imunogénica proporcionado pela desordem
estrutural proteica. Sendo assim, a ocorréncia dos dois fendbmenos em uma mesma
regiao pode resultar em maiores chances de inducao de resposta imunologica in
vivo. Corroborando essa hipétese, podemos citar alguns antigenos que apresentam
epitopos com desordem estrutural proteica, como o antigeno AMA-1 de Plasmodium
vivax que foi validado experimentalmente e se localiza em uma regiao predita como
desordenada (BUENO et al., 2011). Existe também a proteina de superficie do
merozoito 2 (ADDA et al., 2012), e a proteina de HIV do tipo 1, wt-Tat (FOUCAULT
et al., 2009). A correlagao entre desordem estrutural proteica e resposta imune é
ainda muito pouco elucidada, se comprovada, através de avaliagdes experimentais,

pode ser uma grande aliada na busca computacional de antigenos vacinais.
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Muitas regides preditas como desordenadas coincidem com regiées sem estrutura
secundaria definida nos modelos das proteinas estudadas, como é possivel
observar na Figura 18. Contudo existiram situacées onde regides desordenadas
foram preditas coincidindo com a estrutura secundaria predita para os modelos
validados, exemplos disso podem ser observados na alfa-hélice da proteina
LbrM28 V2.1900 (Figura 18A) e na folha-beta da proteina LinJ.19.0350 (Figura 18).
Esse achado pode estar relacionado a erros nas predigdes de desordem estrutural
proteica, erros na modelagem estrutural das proteinas, ou ainda, relacionados a
existéncia nesses locais de inconsisténcia de regides denominadas elementos de
reconhecimento molecular. Esses elementos passam de um estado estrutural
desorganizado para um estado estrutural organizado, apés interagirem com algum
ligante (OLDFIELD et al., 2005). Considerando esses elementos de reconhecimento
molecular, hipotetizamos que alguns moldes utilizados na etapa de modelagem
(Threading e Comparativa) pode ter sido cristalizado com algum ligante (MOHAN et
al., 2006; VAN DER LEE et al.,, 2014) que pode, por sua vez, ter induzido o
estabelecimento de uma conformacdo espacial na estrutura proteica. Essa
conformacao espacial induzida pelo ligante pode ter sido entdo transferida para o

modelo e assim culminado na inconsisténcia observada.

6.2 Parte 2 — Analise estrutural da afinidade de ligagao de peptideos com
MHC de classe | e Il usando atracamento molecular

O processamento e a apresentacdo de antigenos via MHC sao fundamentais na
resposta imune a varias doencgas incluindo as leishmanioses, nas quais a resposta
celular possui papel central na resisténcia as doengas. Os linfocitos T CD8+ séo
estimulados através de reconhecimento de antigenos ligados a MHC | presentes em
todas as células nucleadas, atuando como células citotéxicas e induzindo morte em
células infectadas por parasitos, além de participarem na modulacao da resposta
imune. Os linfocitos T CD4+ sao estimulados por antigenos ligados a MHCII
presentes em células apresentadoras de antigenos e sao essenciais na resposta
contra leishmaniose. Depois de estimulados, os linfécitos T CD4+ podem se
diferenciar em dois subtipos principais conhecidos como linfécitos Th1 ou Th2. O
linfocito Th1 & o subtipo que esta associado ao controle da leishmaniose, pois é
capaz de direcionar a resposta imune contra parasitos intracelulares, como € o caso
das amastigotas de leishmania (CASTELLANO et al., 2009). Ja o subtipo de



92

linfocitos Th2 direciona a resposta imune contra parasitos extracelulares.
Considerando a importancia dessas respostas, a predicao de epitopos de células T
€ imprescindivel para a descoberta de novos antigenos e desenvolvimento de novas
vacinas contra Leishmania (DARRAH et al., 2007).

Uma das grandes revolugdes da atualidade séo as abordagens cientificas capazes
de produzir resultados em larga escala. No entanto a alta producéo de dados muitas
vezes nao € acompanhada de novos conhecimentos devido a impossibilidades
técnicas e cientificas. O mesmo paradoxo acontece na imunoinformatica. Preditores
de epitopos lineares, quando aplicados em escala protebmica geram um grande
numero de potenciais epitopos e € impraticavel testar todos experimentalmente.
Nessa segunda parte do trabalho visamos ao estabelecimento de um processo para
ranquear os epitopos lineares preditos em um trabalho anterior (Brito e
colaboradores, 2011) para experimentagcao. O protocolo utilizado envolveu o
atracamento molecular, através do qual é possivel analisar interagcdes entre
peptideos e moléculas de MHC. Essa metodologia permite triagem e ranqueamento
em grande escala de epitopos em um curto periodo.

Os epitopos utilizados neste trabalho foram selecionados com base em predi¢cbes
realizadas em sequéncias de aminoacidos de proteinas de Leishmania. Esses
preditores de epitopos lineares, em sua maioria, se baseiam em aprendizado de
maquina, método que possui grande dependéncia de bons conjuntos de dados para
treinamento. Até o momento nenhum dos preditores disponivel foi treinado usando
dados experimentais de Leishmania (E SILVA et al., 2016), desse modo, esses
preditores devem ser utilizados com cautela em tripanossomatideos. Além disso,
apesar dos preditores de epitopos capazes de predizer afinidade com MHC |
gerarem predicbes com altas taxas de acerto para muitos organismos avaliados, os
preditores de epitopos capazes de predizer afinidade com MHC Il ainda nao sao tao
eficientes quanto os de MHC |. Essa menor taxa de acerto é correlacionada com o
tamanho dos peptideos de MHC Il que sdo maiores (BACKERT; KOHLBACHER,
2015). Sendo assim, a analise de atracamento molecular realizada neste trabalho
visa a suplantar esses obstaculos e gerar mais confiabilidade aos resultados da
predicao linear de epitopos realizada anteriormente.

A resposta imunolégica induzida por linfocitos T CD8+ pode contribuir para a
protecdo contra leishmaniose ou induzir mecanismos patolégicos. Esse tipo de

linfocito induz resposta protetora quando produz IFN-y, critico para o
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desenvolvimento de linfécitos T CD4+ Th1, mas promove patologia quando induz
resposta citolitica (NOVAIS; SCOTT, 2015). Considerando esses aspectos, neste
trabalho fizemos a busca por epitopos usando tanto estruturas de MHC | quanto
MHC Il. A combinagdo de epitopos capazes de se ligarem a MHC | e epitopos
capazes de se ligarem a MHC IlI, em uma posterior avaliagdo em testes vacinais,
poderao induzir uma resposta mais balanceada e capaz de prevenir a progressao da
leishmaniose. Além disso, as analises, através de atracamento molecular, foram
capazes de indicar peptideos que tendem a apresentam boa afinidade de ligagédo
com mais de uma molécula de MHC (Tabela 7 e Tabela 8) e por isso tendem a
possuir maior potencial de induzir resposta imune protetora de forma mais
abrangente na populacéo, premissa essencial para o desenvolvimento de uma
vacina.

Considerando os ranqueamentos gerados (Tabela 7 e Tabela 8) podemos supor que
os peptideos de Leishmania infantum que apresentaram melhores resultados com
multiplas moléculas de MHC nos atracamentos moleculares, como por exemplo, o
peptideo YWYWYPYLL para MHC | e o peptideo GGHFFFYVPPSPILF para MHC I,
irdo preferencialmente ser apresentados ao sistema imune e terdo maiores chances
de elicitarem resposta imune. Desse modo, estudos posteriores envolvendo
experimentacao in vitro e in vivo deverao priorizar esses peptideos, melhor
ranqueados.

A metodologia de priorizacdo de candidatos vacinais, usada neste trabalho, através
de atracamento molecular, mostrou-se viavel, rapida e de baixa complexidade,
possibilitando o ranqueamento de 22 epitopos em 22 estruturas de MHC | e 16
epitopos em 12 estruturas de MHC Il. Além disso, essas analises foram capazes de
identificar epitopos com bom potencial de estimularem o sistema imune humano a

desenvolver uma resposta protetora.
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7 CONCLUSOES

As principais conclusdes desta dissertacao podem ser condensadas nos seguintes

tépicos:

e Para seis das 12 proteinas avaliadas foi possivel a realizagdo da modelagem
estrutural utilizando moldes depositados nos bancos de dados de dominio

publico.

e Entre as abordagens usadas, o servidor RaptorX foi o que produziu um
melhor modelo para mais proteinas, quatro de um total de seis proteinas

modeladas.

e Sequéncias com menor cobertura e identidade com seus respectivos moldes
apresentaram resultados relativos a modelagem estrutural menos

satisfatérios do que aquelas com maior cobertura e identidade.

e Através do consenso das predi¢cdes de epitopos conformacionais de células B
utilizando quatro preditores foram obtidas regides de possiveis epitopos para

cinco das seis proteinas modeladas.

¢ Muitas das possiveis regides indicadas como imunoestimuladoras seguem
algumas das caracteristicas fisico-quimicas de epitopos de células B

descritas na literatura.

e Seis regides preditas como estruturalmente desordenadas coincidiram com
regides preditas como capazes de estimular resposta humoral, correlagao
que vem sendo relatada por alguns pesquisadores. No entanto, mais estudos

sao necessarios para consolidar essa informacéo.

e Simulagbes de atracamento molecular para predigbes de interacdo entre
peptideos e moléculas de MHC de classes | e |l realizadas com programas do
pacote Rosetta foram capazes de realizar um ranqueamento em dados
obtidos a partir de predicdes de epitopos de células T CD8+ e T CD4+,
realizadas anteriormente. Além disso, essa abordagem foi capaz de adicionar

mais uma camada de confianca aos dados e de selecionar epitopos com
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potencial de induzir de forma mais abrangente uma resposta imune protetora

nas populagdes humanas.

8 PERSPECTIVAS

Uma das principais perspectivas deste estudo é realizacdo da validacao
experimental e construcdo de uma quimera proteica utilizando os epitopos

considerados mais promissores.

Pretendemos também realizar o desenvolvimento de um fluxo de analise e definicao
de aspectos estruturais importantes para uma vacina contra leishmaniose utilizando
0os métodos propostos por este trabalho para a avaliagdo de outros candidatos

vacinais em estudo.

Verificar se as proteinas selecionadas sao membros de familias proteicas e analisar

se os epitopos sado conservados entre os membros dessas familias proteicas.

Adicionalmente, além da abordagem utilizando atracamento molecular, pretendemos
agregar ao fluxo de analise simulagcbes de dinamica molecular para refinamento das

predicdes e geracao de resultados mais confiaveis.
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Apéndice A - Sele¢ao dos moldes

Comando para formatagao das sequéncias usando o programa readseq:

java -jar readseq.jar -inform fasta -f fasta -o pdb_seqres 03-12-17.fasta
pdb_seqres 03-12-17.txt

-inform = formato de arquivo de entrada
-f= formato do arquivo de saida

-0= Arquivo de saida

Essas sequéncias foram entdo indexadas utilizando o programa makeblastdb. A

linha de comando usada foi a seguinte:

makeblastdb -in pdb_seqres 03-12-17.txt -input_type fasta -dbtype prot
-in = arquivo de entrada
-input_type = tipo de arquivo de entrada

-dbtype = Informacgéao biolégica utilizada

O pacote BLAST foi entdo executado utilizando as sequéncias indexadas do PDB e
as proteinas de Leishmania selecionadas para esse trabalho, a seguinte linha de

comando foi usada:

blastp -query seq_leishmania_structural.faa -db ./blastdb/pdb_seqres 03-12-17.txt
-out  seq_leishmania_structuralxpdb_blastp-e5-des5-aligh-outfmt7.txt  -evalue
0.00001 -num_descriptions 5 -num_alignments 5 -outfmt "7 gacc sacc evalue

gstart gend sstart send pident qcovs"

-query= sequéncia em formato FASTA a ser analisada
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-db= banco criado com o makeblastdb
-e-value= e-value maximo considerado
-out= nome para o arquivo de saida
-num_descriptions= numero de descrigbes
-num_alignments= numero de alinhamentos

-outfmt = formato do arquivo de saida
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Apéndice B - Modelagem por Homologia usando Modeller

Para a utilizagdo do Modeller inicialmente foi necessario converter manualmente o
arquivo fasta contendo as sequéncias de aminoacidos para o arquivo, do tipo PIR,

capaz de ser reconhecido pelo Modeller, de extensao “.ali”.

Exemplo de arquivo fasta

>LinJ.18.1500 | organism=Leishmania infantum | product=P-type
H -ATPase, putative | location=LinJd.18:656653-659577 (+) |
length=974

MSSKKYELDAAAFEDKPESHSDAEMTPOKPORROSVLSKAVSEHDERATGPATDLLPPSKGL
TTEEAEELLKKYGRNELPEKKTPSWLIYVRGLWGPMPAALWIAIITEFALENWPDGAILEAT
QIANATIGWYETIKAGDAVAALKNSLKPTATVYRDSKWQQIDAAVLVPGDLVKLASGSAVPA
DCSINEGVIDVDEAALTGESLPVTMGPEHMPKMGSNVVRGEVEGTVQYTGSLTFEFGKTAALL
QSVESDLGNIHVILRRVMLALCAISFILCMCCFIYLLARFYETFRHALQFAVVVLVVSIPIA
LEIVVTTTLAVGSKHLSKHKIIVTKLSATEMMSGVNMLCSDKTGTLTLNKMEIQEQCEFTFEE
GNDLKSTLVLAALAAKWREPPRDALDTMVLGAADLDECDNYQQLNEVPEDPTTKRTAATLVD
RRSGEKFDVTKGAPHVILOMVYNQDEINDEVVDIIDSLAARGVRCLSVAKTDQOGRWHMAGT
LTFLDPPRPDTKDTIRRSKEYGVDVKMITGDHLLTAKEMCRMLDLDPNILTADKLPQIKDAN
DLPEDLGEKYGDMMLSVGGFAQVEFPEHKFMIVETLRQRGYTCAMTGDGVNDAPALKRADVGI
AVHGATDAARAAADMVLTEPGLSVVVEAMLVSREVEFQRMLSFLTYRISATLOQLVCEFFEFIACE
SLTPKAYGSVDPNFQFFHLPVLMEMLITLLNDGCLMTIGYDHVIPSERPOQKWNLPVVEVSAS
ILAAVACGSSLMLLWIGLEGYSSQYYENSWEFHRLGLAQLPOQGKLVTMMYLKISISDELTLES
SRTGGHEFFFYVPPSPILFCGAIISLLVSTMAASEFWHKSRPDNVLTEGLAWGQTNAEKLLPLW
VWIYCIVWWEVQDVVKVLAHICMDAVDLEGCVSDASGSGPIKPYSDDMKVNGFEPVKKPAEK
STEKALNLSVSSASHKALEGLREDTHSPIEEARPVNVYVSCDKK

Exemplo de arquivo PIR”

>P1;Lind.18.1500

sequence:LinJd.18.1500:::::::0.00: 0.00
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MSSKKYELDAAAFEDKPESHSDAEMT PQKPQRRQSVLSKAVSEHDERATGPATDLLPPSKGL
TTEEAEELLKKYGRNELPEKKTPSWLIYVRGLWGPMPAALWIAIITEFALENWPDGAILFEFAT
QIANATIGWYETIKAGDAVAALKNSLKPTATVYRDSKWQQIDAAVLVPGDLVKLASGSAVPA
DCSINEGVIDVDEAALTGESLPVTMGPEHMPKMGSNVVRGEVEGTVQYTGSLTFFGKTAALL
QSVESDLGNIHVILRRVMLALCAISFILCMCCFIYLLAREFYETFRHALQFAVVVLVVSIPIA
LEIVVTTTLAVGSKHLSKHKIIVTKLSATEMMSGVNMLCSDKTGTLTLNKMEIQEQCEFTFEE
GNDLKSTLVLAALAAKWREPPRDALDTMVLGAADLDECDNYQQLNEVPEDPTTKRTAATLVD
RRSGEKFDVTKGAPHVILOMVYNQDEINDEVVDIIDSLAARGVRCLSVAKTDOQGRWHMAGT
LTFLDPPRPDTKDTIRRSKEYGVDVKMITGDHLLTAKEMCRMLDLDPNILTADKLPQIKDAN
DLPEDLGEKYGDMMLSVGGFAQVEFPEHKFMIVETLROQRGYTCAMTGDGVNDAPALKRADVGI
AVHGATDAARAAADMVLTEPGLSVVVEAMLVSREVEFQRMLSFLTYRISATLOQLVCEFFIACE
SLTPKAYGSVDPNFQFFHLPVLMEMLITLLNDGCLMTIGYDHVIPSERPOKWNLPVVEVSAS
ILAAVACGSSLMLLWIGLEGYSSQYYENSWFHRLGLAQLPOQGKLVTMMYLKISISDELTLE'S
SRTGGHFFFYVPPSPILFCGAIISLLVSTMAASFWHKSRPDNVLTEGLAWGQTNAEKLLPLW
VWIYCIVWWEVQDVVKVLAHICMDAVDLEFGCVSDASGSGPIKPYSDDMKVNGFEPVKKPAEK

STEKALNLSVSSASHKALEGLREDTHSPIEEARPVNVYVSCDKK*

Em seguida o alinhamento entre o0 molde e a proteina alvo foi realizado utilizando o

arquivo “align2d.py” disponivel no tutorial oficial do Modeller.

from modeller import *

env = environ ()

aln alignment (env)

mdl model (env, file='lbdm', model segment=('FIRST:A',6 'LAST:A'"))
aln.append model (mdl, align codes='lbdmA', atom files='lbdm.pdb"')
aln.append (file='TvLDH.ali', align codes='TvLDH')

aln.align2d()

aln.write(file="'TvLDH-1lbdmA.ali', alignment format='PIR')
aln.write(file='TvLDH-1lbdmA.pap', alignment format='PAP')

De posse do alinhamento, os modelos estruturais da proteina alvo foram calculados
através da auto-modelagem do Modeller, utilizando o arquivo model-single.py
também disponivel no tutorial oficial do Modeller.

from modeller import *
from modeller.automodel import *
#from modeller import soap protein od
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env = environ ()
a = automodel (env, alnfile='TvLDH-lbdmA.ali',
knowns='1lbdmA', sequence='TvLDH',
assess methods=(assess.DOPE,
#soap_protein_od.Scorer(),
assess.GA341))
a.starting model = 1
a.ending model = 5
a.make ()
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Apéndice C - Comandos utilizados nos preditores de epitopos de Células B

conformacionais

Discotope

./discotope -f arquivo de entrada -chain A > arquivo de saida

-f= arquivo de entrada
-chain= cadeia a ser analisada
> = direcionador para arquivo de saida

Observagao: Em alguns casos foi necessario atribuir o identificador da cadeia
usando o chimera para utilizacdo do Discotope, uma vez que era exigida a

identificacdo da cadeia na linha de comando acima.

Ellipro

java -jar ElliPro.jar -f arquivo de entrada -o arquivo de saida
-f= arquivo de entrada
-0o= arquivo de saida

Observacao: para esse programa é necessario ter o JAVA instalado
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Apéndice D - Execugao do pipeline de predi¢cao de desordem proteica

As linhas de comando abaixo foram utilizadas. A primeira para a criacdo de um banco de
dados relacional e a segunda para execucao do pipeline e inser¢cao dos dados gerados no
banco inicialmente criado:

create db iup-pipeline-optimus.pl -d nome do banco -h banco -u user

—-d: nome do banco de dados
-h: servidor onde estd hospedado o banco de dados
-u: usudrio com permissdo de alteracdo do banco de dados

iup pipeline V7-optimus.pl -h banco -d idp epitopo 11 2017 -u user
-f especie -fdb /storage3/BANCOS/nr/nr -o lin jpcm5 -ls 100 -met F
-func T -a T -fa F -bl T -in entrada.fasta -1d 40 -nt 65 -mts 50 -
ev 0.000001 2

-h: servidor de banco de dados

-d: banco de dados

-U: usuadrio com privilégio de edicdo do banco de dados

-f: nome base para nomenclatura de arquivos

que serdo gerados

-fdb: caminho para o banco de dados ndo redundante

-0: nome base do nome dos arquivos resultantes

-1s: tamanho minimo das sequéncias que serdo consideradas na
anadlise

-met: verifica se as proteinas iniciam com Metionina

-func: classifica as proteinas analisadas em preditas e hipotéticas
-a: verifica a existéncia de erros de anotacédo

-fa: anotacdo funcional

-bl: realizar busca por similaridade de sequéncias

-in: proteoma a ser analisado

-1d: tamanho minimo a considerar para cada disordem

-nt: numero de processadores para a busca por similaridade de
sequéncias

-mts: numero de alinhamentos e descricdes nos resultados a busca
por similaridade de sequéncias

-ev: e-value minimo empregado na a busca por similaridade de
sequéncias
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Apéndice E — Script em python para a troca dos peptideos cocristalizados

pelos peptideos das proteinas em estudo

Linha para a execugdo:

pymol -gc ./mutagenesis peptide.py <arquivo de entrada> <nome do
arquivo de entrada> <cadeia da proteina a ser trocada> <sequéncia de
aminoadcidos a ser utilizada na troca>

#!/usr/bin/env python2.7

from pymol import cmd #importar biblioteca cmd
import sys #importar biblioteca sys

aa_dict = {'v':'vaAL', '1':'1Lg', '':'LgU', 'E':'GLU', 'Q':'GLN',
'D':'ASP', 'N':'ASN', 'H':'HIS', 'W':'TRP', 'F':'PHE', 'Y':'TYR',
'R':'ARG', 'K':'LYs', 'S':'SER', 'T':'THR', 'M':'MET', 'A':'ALA',
'G':'GLY', 'P':'PRO', 'C':'CYS'} #biblioteca para conversédo de
identificacao de uma letra de residuo pelo indentificador de 3
letras

x = 1 #iniciar contador

while x <= 9: #substituir somente 9 aminoacidos (caso de MHCI, MHC
IT mudar para 15)

y = x + 5 #considerar a partir do quinto parametro da linha de
comando o residuo a ser usado na troca

pdb = (sys.argv[3]) #argumento indicando qual pdb usar

name = (sys.argv[4]) #argumento indicando identificador do pdb
selection = (str(sys.argv[5])+("/")+str(x)+("/")) #argumento
indicando quais aminoacidos a serem subsituidos

mutant = (aa dict[sys.argv[y]]) #argumento indicando quais
aminoacidos serao utilizados na substituicao

cmd.wizard ("mutagenesis") #carregar a ferramenta mutagenesis do
pymol

cmd. load (pdb) #carregar pdb
cmd.refresh wizard()

cmd.get wizard().do select(selection)# selecionar amincacidos a
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serem substituidos
cmd.get wizard().set mode (mutant) #realizar troca
cmd.get wizard() .apply() #aplicar mudanca

cmd.set wizard()
x+=1 #incrementar contador em 1

peptide =
((sys.argv[6])+(sys.argv[7])+(sys.argv[8])+(sys.argv[9])+(sys.argv[l
0])+(sys.argv[ll])+(sys.argv[1l2])+(sys.argv[1l3])+(sys.argv[1l4]))
#serie de amiocacidos a serem usadas no nome do ouput

cmd.save ("%$s_%s.pdb" % (name, peptide), name, 0, 'pdb') #salvar pdb
criado

print (peptide)
cmd.quit () #fechar fungdo mutagenesis
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Apéndice F - Comandos utilizados no atracamento molecular

Comando utilizado no script flexpep_prepack:

./FlexPepDocking.static.linuxgccrelease -s receptor e ligante -
flexpep prepack -exl -ex2Zaro

-s = estrutura do ligante e receptor (arquivo de entrada)

-flexpep prepack = Modo de preempacotamento. Otimizagdo de cadeias
laterais, sem realizacdo de atracamento molecular

-exl/-exlaro -ex2/-ex2aro = Adicdo de rotametros de cadeias
laterais.

Comando utilizado no scriptFlexPepDocking:

./FlexPepDocking.static.linuxgccrelease -s

receptor e ligante previamente empacatodos -out:file:silent
decoys.silent -out:file:silent struct type binary -pep refine -exl
-ex2aro -use_input sc -nstruct 100 -lowres preoptimize

-s = estrutura do ligante e receptor previamente empacotada
(arquivo de entrada)

-out:file:silent= formato de saida do arquivo de saida
-out:file:silent struct type= Formato a ser lido do arquivo de
saida

-pep_refine= Modo de Refinamento

-exl/-exlaro -ex2/-ex2aro = Adicdo de rotametros de cadeias
laterais.

-use input sc = Incluir conforma¢des dos rotametros da estrutura de
entrada durante o re-empacotamento de cadeias laterais

-nstruct = Numero de conformacdes geradas na simulacéo

-lowres preoptimize = Realizar uma rodada preliminar do modo de
otimizacdo de centroides
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Apéndice G - Resultados detalhados da analise de similaridade para L.

braziliensis

Tabela 9: Resultados da analise de similaridade para L. braziliensis

LbrM11_V2.0090

Inicio Final

Inicio da Final da Identidade Cobertura
WMolde e-value  iteina proteina . 9° do (%) (%)
P P Moldes Molde ° °
8,00E-
4u7a_A 117 55 742 149 825 32,44 93
9,00E-
5em2_C 64 336 741 9 387 30,92 55
9,00E-
5em2_A 64 336 741 9 387 30,92 55
2,00E-
5cxc_B 58 347 741 1 368 30,27 53
2,00E-
5cxb_B 58 347 741 1 368 30,27 53
LbrM28_V2.1900
Inicio da Finalda 'Mcio  Final tidade Cobertura
Wolde  e-value roteina proteina do do (%) (%)
P P Moldes Molde ° °
5vhs_U 0 4 976 1 928 36,45 98
5vhi_U 0 4 976 1 928 36,45 98
5vhh_U 0 4 976 1 928 36,45 98
5vgz_U 0 4 976 1 928 36,45 98
5t0j_U 0 4 976 1 928 36,45 98
LbrM28_V2.3070
Inicio da Finalda 'Mcio Final  , tidade Cobertura
Wolde  e-value roteina proteina do do (%) (%)
P P Moldes Molde ° °
4i1i_B 0 1 324 22 345 85,49 100
4i1i_A 0 1 324 22 345 85,49 100
4h7p_B 0 1 324 22 345 85,49 100
4h7p_A 0 1 324 22 345 85,49 100



9,00E-

2cvg B 98 2 322 3 321 50,47 99
LbrM13_V2.1480
Inicio da Finalda 'Mcio  Final -, tidade Cobertura
Molde e-value do do

proteina proteina

Moldes Molde

(%)

(%)

5,00E-
5dbj D 06 29 103 2 74 38,67 13
5,00E-
5dbj C 06 29 103 2 74 38,67 13
5,00E-
5dbj B 06 29 103 2 74 38,67 13
5,00E-
5doj A 06 29 103 2 74 38,67 13
5,00E-
5doj E = 06 29 103 2 74 38,67 13
LbrM22_V2.0110
Inicio da Finalda ™o®  Final . tidade Cobertura
Molde e-value  cina proteina ° do (%) (%)
P P Moldes Molde ? ?
ovxo B 0 12 656 32 697 47,79 98
ovxo A 0 12 656 32 697 47,79 98
6,00E-
oywe D 82 12 531 2 490 36,79 96
2 00E-
oywe D 08 549 656 394 503 33,91 96
6,00E-
oywe_ C 82 12 531 2 490 36,79 96
2 00E-
oywe_ C 08 549 656 394 503 33,91 96
6,00E-
oywe B 82 12 531 2 490 36,79 96
2 00E-
oywe B 08 549 656 394 503 33,91 96
LbrM05_V2.0730
Inicio da Finalda '™Mc¢i© Final ., tidade Cobertura
Molde  e-value roteina proteina do (%) (%)
P P Moldes Molde ° °
4,00E-
oyxO_A 52 427 721 21 310 34,67 35
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1,00E-
2z2u_A 39 430 753 2 306 30,00 38




Apéndice H - Resultados detalhados da analise de similaridade para L.

infantum

Tabela 10: Resultados da analise de similaridade para L. infantum

LinJ.32.0970

Inicio da Finalda ™S Einal do Identidade Cobertura
Molde e-value i cina proteina .. 9°  Molde (%) (%)
P P oldes ° °
4 00E-
5voz_b 123 6 884 3 820 30,50 98
4 00E-
5voy_b 123 6 884 3 820 30,50 98
4 00E-
5vox_b 123 6 884 3 820 30,50 98
4 00E-
3j9v_b 123 6 884 3 820 30,50 98
4, 00E-
3j9u_b 123 6 884 3 820 30,50 98
LinJ.19.0350
. . . Inicio _. .
Inicio da Final da Final do Identidade Cobertura
Molde e-value roteina proteina do Molde (%) (%)
P P Moldes ? ?
4, 00E-
4uOp_B 68 a0 380 4 288 41,75 71
4, 00E-
4u0o_B 68 90 380 4 288 41,75 71
3,00E-
5exk_K 66 85 382 41 319 43,14 72
3,00E-
5exk_| 66 85 382 41 319 43,14 72
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3,00E-
5exk_G 66 85 382 41 319 43,14 72
LinJ.18.1500
. . . Inicio _. .
Inicio da Final da Final do Identidade Cobertura
Molde e-value | oteina proteina . 9%  Molde (%) (%)
P P Moldes ° °
1,00E-
5ksd_B 150 60 884 20 827 36,74 85
1,00E-
5ksd_A 150 60 884 20 827 36,74 85
2,00E-
imhs_B 137 61 883 87 882 33,41 84
2,00E-
1imhs_A 137 61 883 87 882 33,41 84
3,00E-
4xe5_A 63 20 692 18 803 26,38 69
LinJ.36.5700
. . . Inicio _. .
Inicio da Final da Final do Identidade Cobertura
Molde  e-value roteina proteina ° Molde (%) (%)
P P Moldes ? ?
1,00E-
3dme_B 21 58 376 6 294 28,04 61
1,00E-
3dme_A 21 58 376 6 294 28,04 61
2,00E-
4x9n_A 10 58 211 39 194 31,45 30
2,00E-
4x9m_A 10 58 211 39 194 31,45 30
LinJ.36.2160
.. . Inicio _. .
Inicio da Final da Final do Identidade Cobertura
Molde e-value i eina proteina °  Molde (%) (%)
P P Moldes ° °
LinJ.28.1850

Inicio da Final da Inicio do Final do Identidade Cobertura
Molde e-value

proteina proteina Moldes Molde (%) (%)
5vhs_U 0 5 858 2 836 38,01 86
5vhi_U 0 5 858 2 836 38,01 86
5vhh_U 0 5 858 2 836 38,01 86
Svgz_U 0 5 858 2 836 38,01 86
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5t0j_U 0 5 858 2 836 38,01 86




LbrM28 V2.1900 LbrM22 V2.0110

LbrmM28_V2.3070
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I-TASSER Modeller RaptorX

€

<

=

[s& Geral/ Pré-Pro/Prolina Favordvel & Geral/ Pré-ProfProlina Permitida
® Glicina Favordvel »  Glicina permitida

Apéndice | — Graficos de Ramachandran para os melhores modelos de

cada uma das abordagens

Figura 23: Grafico de Ramachandran das proteinas modeladas de L. braziliensis. No eixo x temos
representado os angulos ¢, no eixo y os angulos . As areas em azul representam combinagdo de angulos
favoraveis, as regides em amarelo representam combinacdo de angulos permitidos, as regides em branco
representam combinagdo de angulos desfavoraveis. Cada uma das formas geométricas representam um residuo da
proteina.
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I-TASSER Modeller RaptorX

Lini.19.0350

Lin).18.1500

Lin).28.1850

=& Geral/ Pré-ProfProlina Favordwel & & Geralf Pré-Pro/Prolina Permitida
= Glicing Favordvel = Glicina permitida

Figura 24: Grafico de Ramachandran das proteinas modeladas de L. infantum. No eixo x temos representado
os angulos @, no eixo y os angulos y. As areas em azul representam combinacdo de dngulos favoraveis, as regides
em amarelo representam combinacdo de angulos permitidos, as regides em branco representam combinagdo de
angulos desfavoraveis. Cada uma das formas geométricas representam um residuo da proteina.
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Apéndice J - Predigées do BEpro, Discotope e EPCES e Ellipro

Tabela 11: Posicao dos residuos nas proteinas de estudo identificados como parte de
epitopos de células B conformacionais pelos preditores Bepro, Discotope e EPCES.

BEpro*

Discotope*

EPCES*

LbrM22_V2.0110

LbrM28_V2.1900

LbrM28_V2.3070

69,299,301,487-

489

1,123
126,128,409,745
-746,844-
845,863-
881,897-
898,943-
944,966,987-988

93-

8,20,24,27,65-70,104-
105,109-112,217-
218,264,298-303,355-
357,361,374,398,400,413-
414,440-441,486-489,503-
504,535,569-
570,572,575,605,606,608

1-2,119-120,122-129,148-
149,178-179,374-377,379-
380,402,405-
409,435,439,447,452,475,478
-479,492,551,558,562-
563,565,567,599,622,633,635
,669,704,726,728-
729,733,736,740,743-
747,775-776,839,842-
846,861-884,893-902,904-
907,943-945,952,963-
968,983,986-989,991,993

92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,

1,6-9,11,46,49-
53,55,80-83,99-
100,104,130,143-
144,146-148,156-
158,167-168,298-
301,304-
306,442,444-
446,448-
449,451,453-
472,474,500,502-
504,506-508,510-
511,514-
515,518,536,562-
563,566,569,571,605
,617

118,142,144-
146,148-150,178-
179,218,239-
240,243-244,246-
250,272,275-
276,278-281,283-
284,286-295,298-
299,303-305,309-
310,312-316,320-
336,371,375,475-
478,489,491,523,526

527,661,692,696,698

699,709,713,741,743
746,752,776,826,850
,864-881,887-
898,901,934,936-
938,954,988

32, 111, 117, 151,



LinJ.18.1500

94,96,212,213,
214, 302-306

45, 46, 47, 81,
83, 85, 86, 87,

160,
436,
439,
459,
488,
505,
555,
559,
563,
691,

161,
437,
456,
460,
489,
553,
556,
561,
564,
692,

849, 850

435,
438,
458,
487,
490,
554,
557,
562,
565,
847,

145, 202, 207, 211, 212, 213,
214, 215, 217, 220, 224, 258,
259, 269, 270, 272, 274, 276,
277, 297, 299, 300, 301, 302,
303, 304, 305, 306, 307, 320,
323, 324

42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49
50, 51, 55, 66, 73, 74, 75, 80
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88
89, 159, 160, 161, 162, 163
215, 247, 250, 251, 253, 256,
364, 373, 390, 391, 392, 393,
411, 412, 423, 424, 425, 434,
435, 436, 437, 438, 439, 453
455, 456, 457, 458, 459, 460,
461, 462, 463, 485, 486, 487,
488, 489, 490, 505, 506, 508,
509, 512, 513, 515, 516, 518,
552, 553, 554, 555, 556, 557,
558, 559, 560, 561, 562, 563,
564, 565, 566, 567, 597, 689,
690, 691, 692, 695, 729, 730,
733, 735, 768, 769, 770, 771,
772, 773, 784, 816, 845, 847,
848, 849, 850, 851

180,
197,
214,
219,
228,
270,
296,
302,

192,
199,
216,
220,
232,
272,
297,
303,

195,
202,
217,
221,
259,
274,
298,
304,

306, 307, 312

12,

38,

46,

51,

86,

93,

214,
286,
368,
375,
556,
568,
688,
692,
696,
763,
769,
773,
784,
842,
846,
850,
862,
893,
897,
901,
905,
911,
915,
919,
926,
943,
953,
957,
961,
973,

13, 24, 36,
39, 40, 44,
47, 48, 49,
52, 54, 84,

129

196,
213,
218,
224,
269,
293,
300,
305,

37,
45,
50,
85,

87, 88, 89, 92,

189,
215,
287,
369,
376,
557,
574,
689,
693,
697,
764,
770,
774,
785,
843,
847,
859,
888,
894,
898,
902,
906,
912,
916,
920,
927,
945,
954,
958,
967,

974

191,
216,
290,
370,
377,
562,
576,
690,
694,
698,
765,
771,
775,
787,
844,
848,
860,
889,
895,
899,
903,
907,
913,
917,
921,
928,
947,
955,
959,
971,

213,
279,
367,
372,
555,
567,
687,
691,
695,
760,
766,
772,
783,
841,
845,
849,
861,
892,
896,
900,
904,
908,
914,
918,
923,
941,
950,
956,
960,
972,



LinJ.19.0350 112,116,119-
120,173,176,310
,337,349,390-

393

LinJ.28.1850 125,282,332-

333,447,449,743
744,829,831,840
,942,964,966

110,112-122,143,172-
173,175-180,206-
208,224,265,272-

273,276,278,292-294,308-

311,314,337,347,349-

350,353,360,387,389-393

1-3,119-127,147-

149,198,200,279,281,282,332
-335,369,372-373,375,377-

378,403-
407,410,434,437,445-
451,472,477,481,484-
485,488,559-

563,597,620,633,667,723-
725,727,730-731,734,741-

745,773-774,793,828-
832,834,839-841,872-

873,920-921,941-942,961-

966

130

169,182-
183,187,190,213-
214,216-217,220-
221,223-227,242-
244,246-247,250-
253,269,285-
286,288-296,345

56,116,118-121,123-
127,141-142,144-
145,147-151,178-
180-183,210,214-
215,217-
219,227,230-
231,235-237,239-
240,243-244,246-
251,266,268,271-
272,275-276,278-
282,332-
336,357,366,369,372
-375,404,437,446-
448,450-451,474-
477,484,487-
492,514,520-
522,524-525,555-
557,567,595,597,655
,658,691,693-
694,696-
697,700,739,741-
747,774,825,827,829
,840-
841,870,920,932,934
-937,942-943,963-
966

*A tabela apresenta estas coordenadas separadas por virgula e quando um trecho continuo
¢é identificado este aparece separado por um trago.

Tabela 12: Coordenadas dos residuos nas proteinas de estudo identificados como parte de

epitopos de células B pelo Ellipro.

Ellipro*

LbrM22_V2.0110
640

Primeiro: 433-480, 499-507,510-511,533-547, 586-595, 630-631, 633-

Segundo: 1-10, 40-55, 62-84, 90-105, 108-112, 114-133, 136-172, 174-
175, 183-184, 191-191, 194-199, 201-201
Terceiro: 216-216, 219-225, 244-252, 270-272, 274-285, 287-288, 291-
313, 329-330, 332-346, 356-356, 371-390
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LbrM28_V2.1900

LbrM28_V2.3070

LinJ.18.1500

LinJ.19.0350

LinJ.28.1850

Quarto: 518-518, 521-525
Quinto : 615-618, 621-623, 626-627

Primeiro: 1-17 19-109 112-112 115-115 123-124 126-152

Segundo: 243-251 275-340 726-726 816-834 839-844 846-915 917-927
940-948 961-981 983-989 991-991

Terceiro: 367-367 371-371 373-383 406-416 419-419 442-442 445-460
477-477 482-483 485-498 514-516 518-533 549-549 551-551 554-571
577-577 597-604 634-637 640-640 664-664 667-672 674-674 701-707
709-709 736-737 740-752 795-795

Quarto: 174-181 215-220

Primeiro: 1-3 11-12 24-26 29-36 41-72 74-75

Segundo: 89-99 102-103 167-180 190-190 195-217 220-220 255-260
268-279 295-310 313-313 316-317 319-324

Terceiro:227-236

Quarto: 78-81 106-106 109-110 113-113 116-123 142-147

Primeiro: 103-104 106-119 122-122 274-275 277-288 290-298 678-702
752-753 755-791 794-794 825-825 828-829 832-875

Segundo: 42-81 157-161 163-163 169-176 184-194 199-219 229-250
Terceiro: 362-382 384-387 402-417 430-435 437-443 447-449 451-477
479-479 482-498 500-502 504-506 508-509 512-512 527-531 533-534
536-537 539-571 573-576 580-580 596-596

Quarto: 878-879 882-882 885-886 889-889

Quinto: 82-87

Sexto: 88-89 92-92

Sétimo: 811-811 813-821 824-824

Primeiro: 309-309 313-313 356-357 359-360

Segundo: 167-167 334-339

Terceiro: 183-183 217-217 220-221 224-225

Quarto: 110-124 134-148 187-187 190-195 226-229

Quinto: 156-164 168-180 184-184 204-211 213-213 262-266 268-269
272-273 276-277 304-308 310-311 314-314 332-332 340-350 352-353
Sexto: 3-324 362-364 383-383 386-393

Setimo:239-243 246-247 278-278 282-282 285-286 288-295 317-318
321-322

Primeiro: 1-17 19-55 5§7-106 122-122 124-134 136-137 140-141 143-
152

Segundo: 239-240 242-245 247-254 275-282 332-336 362-366 368-381
403-406 408-414 417-417 439-439 441-456 481-481 483-496 510-510
512-514 516-531 547-550 552-568 595-602 630-635 638-638 661-661
664-666 668-670 672-672 693-693 696-697 699-707 721-728 730-750
753-753 812-841 867-873 920-925 936-936 938-949 956-972 974-978
Terceiro: 169-171 174-180 215-220

*A tabela apresenta estas coordenadas separadas por virgula e quando um trecho continuo é
identificado este aparece separado por um traco.
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Apéndice K — Tabela com os valores de Isc para atracamentos entre peptideos e MHC de classe |

Tabela 13: Valores de Isc para atracamentos entre peptideos e MHC de classe |

original
FALKRLSSL
FMLLGMPYI
IGPGSALAL
KMLTKSSIM
KPQRRQSVL
LAYDHRAYL
LVVSIPIAL
PARDNEPKL
QMVYNQDEI
QSGHNSGCL
RGGSRMVAF
RGYTCAMTG
RLCPRGHSL
RPPPLDPEE
SAVTLGQYL
SGYTWAPIS
SVIHNATWV
TLPFWRVAW
YLLARFYET
YLQPSRTRL
YLRLWALSL
YWYWYPYLL

2HJL 3C9N 3HCV 3KPP 3L3D 3RL1 3VCL 3VFS 4F7M 4G8G 4HWZ 4JQX 4MJ5 4MJI  4NQV 402C 4QRR 4QRU 4WU5 4XXC
-39889  -38704  -41331 -38551 -42768  -36861 -40968  -49166  -41947  -41464  -30901 -49112  -37142  -29704  -42483  -43444  -35759  -50224 -47051 -44698
-23274  -38465  -32848  -33757  -36213  -38043  -25455  -21904  -31024  -31581 -26762  -20050 -25035  -36795  -33835  -40935 -36412  -45368 -34912  -36290
-30039  -34970  -31213  -31529  -32579  -31957  -22340 -25414  -33414  -30661 -34546  -24579  -23970  -32587  -31559  -34113  -31362  -40210 -34528  -33211
-21712  -33979  -32204  -26983  -33047  -28115  -19926  -20151 -27746  -26630  -24750  -18616  -22341 -27480  -29907  -32945  -30814  -32793 -36146  -32758
-24729  -40131 -31588  -30546  -33674  -33532  -23537 -17530 -30715 -28985  -31021 -18716  -21351 -31594  -31251 -30767  -30802  -41057 -29724  -33750
-19652  -35481 -33704  -32447  -34423  -30122 17243  -17055  -28022  -27845  -26873  -17834  -18432  -28934  -28539  -26303  -29990  -40206 -31812  -38711
-26954  -42162  -38235  -33946  -42726  -36651 -26988  -256176  -37268  -30283  -34625  -23193  -24473  -38612  -39033  -34651 -33006  -37382 -37548  -35609
-23878  -35262  -34219  -30039  -27965 -31148  -19467  -21654  -29117  -27363  -31336  -22222  -20600 -28545 -27682 -32790 -32135  -36218 -33577  -31007
-17461 -35789  -31294  -20087  -36096  -26449  -19093  -19046  -30964  -26924  -26655  -16830 -21032  -31477  -34163  -35490 -29050  -41589 -33173  -39760
-26020  -35745  -29456  -30499  -30326  -33280 -24968  -21550  -30892  -31356  -33461 -18976  -23044  -31228  -33665  -32445  -32375  -38584 -33235  -34820
-22988  -40312  -30213  -31362 -32000 -29038 -21634 -18626  -29510 -24695 -26125  -18037  -19952  -31486  -30918  -29031 -24732  -34826 -32725  -34790
-23677  -38974  -36807  -35347  -37980  -35086  -22369 -24476  -35687  -24220  -30840  -21157  -21509 -29726  -31690  -32175  -29861 -41857 -37396  -38334
-22456  -35367  -30849  -31537  -31488  -28605  -26309 -22227  -30313  -25714  -32003  -18521 -21670  -25860  -29443  -26059  -28547  -36297 -28808  -33031
-25710  -34618  -35039  -30416  -34459  -38039  -28485 -18399 -31290 -36516  -29280  -17958  -20322  -27725 -30116  -33705 -29730  -43749 -356212  -36990
-17752  -36408  -28843  -24695  -29388  -21833  -22343  -18628  -28713  -27043  -22883  -20444  -18630 -21950 -23172  -29093  -31231 -34006 -33051 -37789
-29343  -36771 -34073  -33923  -35789  -30264  -20769  -19190  -32551 -32239  -29923  -20702  -27019  -32460  -32500  -37338  -30926  -35809 -38422  -32783
-23342  -35082  -33756  -33887  -32489  -30863  -20277  -20646  -30243  -23781 -32067  -20696  -31956  -25594  -31455  -29859  -26898  -35942 -31521 -27947
-24666  -36711 -26578  -26127  -27112  -31534  -21521 -19685  -25007  -27239  -31428  -18375  -25470  -30962  -32388  -31721 -27280  -32942 -32337  -34603
-40378  -34447  -30599  -39734  -43082  -33075  -22045  -27781 -39576  -32267  -33248  -23933  -29702 -27062  -32940  -30420  -32841 -36381 -44255  -40636
-22640  -36695  -34413  -31871 -31671 -35319  -24467  -23273  -33356  -34520 -33689  -23988 -25176  -27497  -34571 -36399  -35322  -43464 -34440  -41661
-28718  -43347  -35942  -36428  -37072  -32117  -29472  -23087  -34995  -35089  -31695  -19156  -22077 -30145 -32236  -33656  -29263  -42027 -31471 -36765
-27668  -43363  -39614  -36855  -35703  -32806  -26622 -21182  -35206 -36126  -31066  -23012  -28436 -33075 -34996  -32824  -33455  -47557 -36702  -36710
-31544  -51296  -36566  -35351 -29305  -38235  -23522  -22683 -38709 -41018  -33970  -27001 -26266  -36364  -34503  -39206  -37078  -37772 -47430  -40239
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Apéndice L — Tabela com os valores de Isc para atracamentos entre peptideos e MHC de classe Il

Tabela 14: Valores de Isc para atracamentos entre peptideos e MHC de classe Il

1A6A 1BX2 1H15 1S9v 1uvQ iyMmm 2NNA 2Q6W 3C5J 3LQz 3PL6 3WEX

original -60157 -50889  -54836  -44419  -59002 -48842  -54701 -52741 -36422 -57418 -56123  -39508
EMGVDYIVMTMVDRD  -45152  -41740 -40871  -48187 -44236 -48086 -49397 -44926 -37580 -42952  -42513 -37209
EYVLSSVSNTASYLR -52296  -48380 -41642  -39228 -50893  -42300 -47322  -42179  -42460 -42966  -51484  -34198
FFFYVPPSPILFCGA -49148  -50130 -43014  -38589  -48276 -47201 -49004 -42101 -46251 -49451  -49929  -39480
FYVANVLLQDITFRR -48428  -43723  -43897  -44011 -51385  -41701 -48491  -46919  -43334  -46030 -44682  -46054
GAPVAAAVPESPEQK  -38038  -35182  -37994  -42224  -46443  -38970 -42308 -38584 -37624 -37232 -43506 -30739
GFESFPPTPKTSMML  -42143  -44585  -46080 -36606  -39947  -42307 -41855 -35753  -31396  -38521  -42628  -34508
GGHFFFYVPPSPILF -46790 -49770 -47623  -44472  -48056  -46689  -58107 -38205 -41735 -39673  -51097 -44159
IRQGFESFPPTPKTS -47642  -41535  -43421  -34951  -42849  -42950 -43570 -36487 -41343  -39944  -38776  -37858
KGTTYPTTPNGLPSV -39373  -41770 -40306  -33774  -41465  -35662  -42588 -32916  -34664  -32343  -42047 -31929
LKLVEQLAVTPLSVY -47360  -45879  -43407 -41216  -45805  -41821  -43645  -41775  -44051 -37762  -40275  -43974
LVEQLAVTPLSVYAH -51704  -42047  -42240 -49699 -50372 -41774  -49818 -38948 -42146  -38735 -45668  -39844
PRVTVPATMDKKMLL  -45825  -41932  -39852  -40740 -42391 -40064 -38637 -27417 -40904 -41202 -42966  -33873
QKGTTYPTTPNGLPS -49337  -44659  -38656  -37296  -41267 -39631 -38798  -24724  -35349  -43120 -38358 -31803
TSFVVLCASPTMIVR -46956  -43401  -41178 -39891  -48875  -42426  -45583  -36194  -43123  -48946  -43914  -37529
TVATWVLLWRTRWAA  -43184  -45950 -57141  -41473  -53616  -43407 -50100 -35443  -40115 -47766 -47092  -43542
VATAREIRQKYPRKR -42825  -35796  -45041  -34352  -36917 -46249  -40505 -35266  -34477 -41906 -41936  -42877
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