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Lista de abreviaturas  
 

BCR – Receptor de Células B (do inglês, B Cell Receptor). 

CD4 – Agrupamento de Diferenciação 4 (do inglês, Cluster of Differentiation 4). 

CD8 – Agrupamento de Diferenciação 8 (do inglês, Cluster of Differentiation 8). 

CDR – Regiões Determinantes de Complementaridade (do inglês, Complementarity 
Determining Region). 

CTL – Linfócito T Citotóxico (do inglês, Cytotoxic T Lymphocyte). 

ERAP – Enzima aminopeptidase (do inglês, Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase) 

MHC-I – Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe I (do inglês, Major 
Histocompatibility Complex). 

PAMPs – Padrões moleculares associados a patógenos (do inglês, Pathogen-associated 
molecular pattern). 

PDB – Protein Data Bank. Neste texto, refere-se ao formato do arquivo. 

pMHC – Complexo peptídeo:MHC. 

RGB – Sistema que utiliza três cores para compor uma imagem (do inglês, Red, Green, Blue). 

TAP – Transportador Associado ao Processamento de Antígenos (do inglês, Transporter  
associated with Antigen Processing). 

TCR – Receptor de Linfócitos T (do inglês, T Cell Receptor). 

TCR:pMHC – Complexo TCR:peptídeo:MHC. 

UHBD – Algoritmo que calcula o potencial eletrostático (do inglês, University of Houston 
Brownian Dynamics). 

 



5 
 

 

Resumo 

 

O sistema imune é formado por uma série de conexões entre diversas células e moléculas, 

em uma rede de alta complexidade tendo como função primaria a manutenção do equilibro 

homeostático do hospedeiro. Dentre os diversos tipos de respostas, uma das principais é a 

chamada resposta citotóxica, presente no conjunto classificado como sistema imune 

adaptativo. Os principais protagonistas são o linfócito T CD8+ e o complexo MHC de classe I. 

Através de uma rota de apresentação de antígeno, uma proteína, seja viral, tumoral ou 

própria, sofre um processo de degradação, sendo clivada para um tamanho de 8 a 13 

aminoácidos, e migração até ser alocada dentro da fenda do MHC-I, sendo esta exposta na 

membrana celular para ser reconhecida pelo receptor da célula T citotóxica. Ao reconhecer o 

epítopo como não próprio, gera-se uma cascata de sinalização que leva à apoptose celular. 

Um mesmo receptor de célula T pode reconhecer mais de um tipo de epítopo, mesmo se já 

houve uma resposta prévia para um alvo especifico, tendo este fenômeno o nome de 

reatividade cruzada. Este fenômeno tem uma grande atribuição no combate a doenças e 

tumores, possuindo um grau de importância no desenvolvimento de novas terapias e vacinas. 

Apesar da sua relevância, existem poucas ferramentas in silico disponíveis para a sua 

predição, gerando assim um grande nicho a ser explorado. Devido a isto, desenvolvemos o 

MatchTope, ferramenta que utiliza o complexo do pMHC em sua conformação tridimensional 

para a busca de similaridades, utilizando o campo eletrostático das estruturas como dado de 

entrada para o cálculo de similaridade. Com resultados promissores, temos em mãos uma 

ferramenta pronta que estará disponível para diversos pesquisadores que trabalham com 

prospecções de alvos para vacinas tanto para vírus quanto para novos alvos tumorais que 

podem ser utilizados em uma abordagem imunoterapêutica. 
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Abstract 

 

The immune system is formed by a series of connections between several cells and molecules, 

in a network of high complexity having as primary function the maintenance of homeostatic 

equilibrium of the host. Among the several types of responses, one of the main is the so-called 

cytotoxic response, which is present in the set classified as adaptive immune system. The 

main protagonists are the CD8+ T lymphocyte and the MHC class I complex. Through an 

antigen presentation route, a viral, tumor or own protein undergoes a degradation process, 

cleaving it to a size of 8 to 13 amino acids, and migration until it is allocated into the MHC-I 

cleft, which is exposed in the cell membrane to be recognized by the cytotoxic T cell receptor. 

By recognizing the epitope as non-self, a signaling cascade that leads to cellular apoptosis is 

generated. A single T cell receptor can recognize more than one type of epitope, even if there 

has been a previous response to a specific target, and this phenomenon is called cross-

reactivity. This phenomenon has a great attribution in the fight against diseases and tumors, 

having a degree of importance in the development of new therapies and vaccines. Despite 

their relevance, there are few in silico tools available for their prediction, thus generating a 

great niche to be explored. Due to this fact, we developed MatchTope, a tool that uses the 

pMHC complex in its three-dimensional conformation for the search of similarities, using the 

electrostatic field of the structures as input data for the calculation of similarity. With 

promising results, we have at hand a ready tool that will be available to several researchers 

who work with prospective vaccinations for both viruses and new tumor targets that can be 

used in an immunotherapeutic approach. 
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Capítulo I 

 

Introdução e Objetivos 
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Introdução 

 

1. Sistema Imune 

 

Tentar descrever a complexidade do sistema imune em algumas poucas páginas é o 

mesmo que tentar descrever a vastidão do universo utilizando apenas alguns números. Um 

dos grandes charmes da Imunologia é o seu mistério devido à falta de explicações 

comprovadas em diversos pontos. Mas podemos pautar alguns conceitos importantes, 

simplificando alguns pontos e fazendo com que o leitor dessa humilde tese consiga 

compreender sua ideia geral, entendendo dessa maneira toda a lógica por trás deste trabalho, 

sem maiores dificuldades. 

Dentre os sistemas, o imunológico é um dos mais complexos presentes nos 

organismos. Em um mundo “ideal”, todos os seres poderiam conviver em total harmonia, sem 

depender uns dos outros para obter recursos, todos juntos cantando Imagine do cantor John 

Lennon. Mas vivemos em um ambiente extremamente hostil e competitivo, onde todos os 

indivíduos são expostos a dezenas de milhares de patógenos, sendo necessário um sistema 

de defesa extremamente complexo e interconectado para conseguir manter a sobrevivência 

dos organismos. Se contarmos como partes do sistema imune as proteções intracelulares, 

como as enzimas de degradação, podemos então definir que desde bactérias até a 

superclasse gnatostomados existe um mecanismo imunitário de defesa. 

O sistema imune é definido como um sistema de defesa do hospedeiro, composto por 

conjuntos de várias estruturas e processos biológicos, que são responsáveis por manter o 

organismo em um equilíbrio entre defender-se contra o que é não próprio e tolerar o que é 

próprio. As bactérias possuem um sistema enzimático rudimentar, principalmente para a 

proteção contra bacteriófagos (Stram & Kuzntzova, 2006). Outras formas básicas de proteção 

surgiram em eucariontes, como por exemplo fagócitos, sistema complemento, e defensinas 

(Beck & Habicht, 1996; Medzhitov, 2007). O clímax do sistema imune é encontrado a partir 

de vertebrados mandibulados (gnatostomados), com a ocorrência da forma mais complexa 

do sistema imune, graças ao surgimento de uma resposta adaptativa, possuindo este uma 

melhora na eficiência e no combate a patógenos no decorrer do tempo (Flajnik & Kasahara, 

2010). Para compreendermos melhor como funcionam esses sistemas, duas categorias foram 
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geradas: sistema imune inato, onde possui uma primitiva memória imunológica, e adaptativo, 

o qual possui a geração de memória imunológica de forma mais complexa. 

 

2. Sistema Imune Inato 

 

O sistema imune inato é mais primitivo, comparado ao adaptativo, sendo encontrado 

desde bactérias até vertebrados (Medzhitov, 2007). É considerado a primeira barreira de 

defesa de um organismo. Apesar de algumas barreiras deles serem físicas e químicas, como a 

pele ou o pH do nosso estômago, algumas das respostas inatas podem ocorrer através da 

ação dos receptores de reconhecimento de padrões, capazes de reconhecer componentes 

que são conservados entre diversos microorganismos, chamados de PAMPs (Pathogen-

associated Molecular Patterns) evidenciando uma resposta um pouco mais complexa 

comparada às outras supra citadas (Ausubel, 2005). Em geral o sistema imune inato não 

desenvolve uma resposta especifica a um patógeno, porém possui uma rápida ativação e 

acaba sendo assim a linha de defesa imediata contra organismos invasores ou até mesmo 

contra células próprias que possuem alguma degeneração, como é o caso das células 

tumorais. 

Entre os vários conjuntos de células e moléculas que compõem o sistema inato, 

podemos destacar como principais: 

 Barreiras físico-químicas, que são compostas pela pele, enzimas digestivas, e mucos 

em vias respiratórias, para a contenção da proliferação de patógenos, entre outros 

(Boyton, 2002);   

 Inflamação, sendo considerada esta a primeira resposta do sistema contra a 

infecção. É ela responsável pela sinalização e criação de uma barreira física, como 

por exemplo a vasoconstrição, que impede o avanço da infecção (Ferrero-Miliani 

et al., 2007); 

 Sistema complemento, que é importante na resposta contra o patógeno, ligando-

se à membrana e causando assim a citólise do invasor (Nonaka, 2014); 

 Macrófagos, responsáveis por fagocitar patógenos, principalmente bactérias (Mills, 

2012). 
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 Natural Killers, responsáveis por gerar resposta citotóxica contra células que não 

estão apresentando o complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglês 

major histocompatibility complex) de classe I de forma correta. É uma das principais 

linhas de defesa contra vírus e tumores (Smyth et al., 2002; Vivier et al., 2011). 

 

3. Sistema Imune Adaptativo 

 

Evidências apontam que o surgimento do sistema imune adaptativo (SIA) ocorreu nos 

peixes mandibulados há aproximadamente 500 milhões de anos. Grande parte das células e 

moléculas associadas a este sistema de defesa já são encontradas em peixes cartilaginosos 

(Flajnik & Kasahara, 2010). A evolução do sistema imune adaptativo como visto hoje em 

diversos vertebrados foi decorrente de uma duplicação gênica e uma transferência dentro do 

próprio genoma por transposição do gene RAG (do inglês recombination-activating genes) 

que está relacionado à imunoglobulina e receptores de célula T. Em peixes não mandibulados 

ocorreu o surgimento de um tipo diferenciado de sistema imune adaptativo, com poucas 

similaridades com o encontrado nos outros vertebrados (Boehm et al., 2018). 

Diferentemente do sistema imune inato, o SIA pode possuir uma alta especificidade 

contra um determinado patógeno e ainda gerar uma memória contra este, sendo que em 

uma reinfecção ocorrerá uma resposta mais rápida e eficaz contra este invasor (Alder et al., 

2005). O sistema imune adaptativo é constituído por dois tipos de células principais, 

chamadas de linfócitos T e linfócitos B. Estas são responsáveis pela resposta celular e humoral, 

respectivamente.   

É denominada resposta humoral aquela mediada pelos anticorpos que é a principal 

via de combate ao patógeno em sua fase extracelular. Os linfócitos B são os responsáveis pela 

produção dos anticorpos.  Gerados na medula óssea em mamíferos, os linfócitos B maduros 

geram os receptores de células B (BCR, do inglês B-cell receptor), sendo estes responsáveis 

pelo reconhecimento do antígeno (LeBien & Tedder, 2008). Simplificadamente, ao 

reconhecer um antígeno como não próprio, ocorrem sinalizações da célula T auxiliar (ou 

Helper, em inglês) para que a célula B sofra um processo de divisão e transformação, 

modificando-se assim em células de memória e plasmócitos (Yuseff et al., 2013). As células 

de memória irão ser geradas e armazenadas durante a primeira infecção, sendo acionadas 
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caso haja uma reinfecção pelo mesmo patógeno.  Os plasmócitos vão produzir grande 

quantidade de anticorpos, os quais serão lançados na circulação sanguínea. Estes anticorpos 

possuem os mesmos receptores que estavam presentes na célula B original, sendo reativos a 

antígenos não próprios, ou em determinados casos a antígenos próprios, como ocorre nas 

doenças autoimunes (Yuseff et al., 2013). O enfoque desta tese é na resposta citotóxica, que 

será mais detalhada a partir de agora. 

No que tange à resposta citotóxica, temos como cerne o linfócito T. Este também é 

gerado na medula óssea, porém diferentemente dos linfócitos B, antes de eles serem 

lançados na circulação passam por uma seleção no timo. No timo, o linfócito T virgem vai 

adquirir um fenótipo CD4 ou CD8 e passará por uma seleção positiva e negativa (Schwarz & 

Bhandoola, 2006).  Esta seleção ocorre para que apenas células T que não geram resposta 

contra MHCs contendo peptídeos próprios sofram maturação e deixem o timo.  As células 

que não apresentam resposta contra epítopos não próprios e que apresentam resposta 

contra epítopos próprios sofrem apoptose (Starr et al., 2003).  As células T, após sofrerem a 

seleção, deixam o timo e migram para a corrente sanguínea.   

Os linfócitos CD4+ são classificados como T auxiliares e os CD8+ são classificados como 

T citotóxicos.  Além destes 2 grupos, existem várias subpopulações de células T, classificadas 

como células T de memória, reguladoras, e gama-delta entre outras (Vantourout & Hayday, 

2013). Para uma melhor condução desta tese, iremos focar apenas na célula T citotóxica e sua 

interação com o MHC-I. 

 

4. Rota de apresentação de antígeno 

 

Toda infecção viral e algumas bacterianas ocorrem intracelularmente. Porém, os 

anticorpos não conseguem acessar o interior das células para eliminá-las.  Para detectar e 

eliminar estas células infecciosas, faz-se necessário o sistema adaptativo citotóxico, no qual 

as células apresentam fragmentos de proteínas (epítopos) derivados dos patógenos, e o 

linfócito T citotóxico reconhecerá este epítopo então como não próprio e desencadeará uma 

reação que resultará na morte dessa célula infectada, impedindo assim a proliferação dos 

agentes invasores. Para tudo isto acontecer, faz-se necessário alguns passos desde a infecção 

até a sinalização de apoptose. 
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Proteínas citoplasmáticas, que consistem de proteínas próprias e não próprias (em 

caso de infecção), são direcionadas para um processo de ubiquitinação. As ubiquitinas são 

pequenas proteínas que têm como uma das suas diversas funções a de marcar proteínas para 

a sua degradação proteolítica. Para que isto ocorra, as ubiquitinas são adicionadas às 

proteínas com o auxílio de 3 enzimas: E1 (Enzima ativadora da ubiquitina), E2 (Enzima 

transportadora da ubiquitina) e E3 (Ubiquitina ligase) (Glickman & Ciechanover, 2002; 

Mukhopadhyay & Riezman, 2007).  

Após a ubiquitinação, as proteínas são direcionadas para um complexo multiprotéico 

chamado proteossomo, onde serão clivadas em pequenos peptídeos. Nos humanos, esse 

complexo é composto por uma subunidade central denominada 20S e duas subunidades 

localizadas nas extremidades, denominadas de 19S. As subunidades 19S são responsáveis 

pelo reconhecimento das proteínas ubiquitinadas, em um processo dependente de ATP. Após 

a entrada na 19S, as proteínas sofrem uma modificação na sua estrutura secundária 

provocando a perda da sua forma nativa. Após estas modificações, as proteínas migram para 

a região 20S, onde se encontram os sítios catalíticos responsáveis pela clivagem das proteínas. 

As subunidades catalíticas β1, β2 e β5, que estão presentes dentro da 20S, são as responsáveis 

pela quebra da ligação peptídica. Em um contexto de infecção viral, o proteossomo sofre 

modificações nas subunidades β1, β2 e β5, modificando-as para β1i, β2i, e β5i ocorrendo 

assim uma alteração na especificidade do substrato. Com esta modificação, o proteossomo 

constitutivo passa a se chamar imunoproteossomo e este cliva as proteínas em regiões com 

a extremidade C-terminal mais hidrofóbica, gerando peptídeos ligantes que possuem uma 

maior afinidade com o MHC-I (Nassif et al., 2014; Murata et al., 2007). Além da modificação 

que resulta no imunoproteossomo, podem ocorrer três outras modificações nos 

protessosomos resultando no chamado proteossomo intermediários e também no 

timoproteossomo (sendo este presente apenas no timo). Ambos possuem modificações nas 

mesmas subunidades β1, β2 e β5, porém de uma forma diferente ocorrido nos 

imunoproteossomos, ocorrendo assim uma diferença no padrão de clivagem dos peptídeos 

(Vigneron et al., 2017). 

A clivagem proteica ocorrida no imunoproteossomo tem como resultado a formação 

de peptídeos com tamanho entre 3 a 30 aminoácidos. Porém, estes peptídeos podem sofrer 

rearranjos, onde determinados blocos de aminoácidos podem ser ligados com blocos que 
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estão distribuídos mais anteriormente ou posteriormente na sequência linear da proteína. 

Estes peptídeos, chamados de spliced peptides são produtos de uma transpeptidação, o que 

torna o conjunto formado ainda maior de peptídeos do que acreditava-se ao levar apenas a 

sequência linear em consideração. Este evento, ao primeiro momento, pode ser visto como 

uma forma de escape, pois gerando peptídeos que não possuem a sequência exata presente 

na proteína, o sistema imune poderia possuir uma dificuldade em gerar uma resposta mais 

específica a esta proteína. Porém, há evidencias que 25% dos peptídeos apresentados são 

spliced peptides e que este fenômeno ocorre para uma produção de peptídeos com maior 

estabilidade quando apresentados na fenda do MHC-I (Vigneron et al., 2017).  

Após a saída do proteossomo, alguns destes peptídeos ligam-se a transportadores 

associados à apresentação de antígenos (TAP), presentes na membrana do retículo 

endoplasmático. Esse transportador seleciona e transporta peptídeos para que sejam 

selecionados para apresentação no contexto de MHC-I.  A TAP é uma proteína heterodimerica 

formada por duas subunidades, a TAP1 e a TAP2 (Antoniou et al., 2003). A região deste 

transportador que fica exposta ao meio citosólico possui uma abertura por onde o peptídeo, 

de tamanho entre 7 a 16 aminoácidos, pode se ligar e assim ser translocado para dentro do 

retículo. Sendo assim, a TAP seleciona epítopos que têm uma maior probabilidade de se 

ligarem e ficarem estáveis dentro da fenda do MHC-I (Lankat-Buttgereit & Tampe, 2002). 

Dentro do retículo endoplasmático, o epítopo é preparado para ser integrado à fenda 

do MHC. Para isto acontecer, endoenzimas chamadas ERAP2, ERAAP e ERAP1 são 

responsáveis por clivar os epítopos maiores que 10 aminoácidos de forma que se estabilizem 

melhor na fenda do MHC. Encontram-se também proteínas como a tapasina, a calreticulina e 

a ERp57, que pertencem ao complexo de carregamento de peptídeo (PLC, do inglês peptide 

loading complex), sendo estas responsáveis por estabilizar o MHC e manter a fenda de ligação 

em uma conformação que favoreça o encaixe do epítopo (Blum et al., 2013). Após o epítopo 

estar devidamente alocado na fenda do MHC, o pMHC é migrado pelo complexo de golgi para 

a superfície celular, permitindo sua interação com as células T CD8+. A Figura 1 apresenta de 

uma forma simplificada toda a rota de apresentação de antígenos. 

 

5. O MHC-I e o TCR: Suas estruturas e funções 
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O MHC é uma molécula encontrada em todos os vertebrados mandibulados, e é 

codificada no braço curto do cromossomo 6 em humanos (o MHC é denominado HLA em 

humanos) (Kulski et al., 2002). É ele dividido em MHC de classe I, II e III, os quais estão 

envolvidos em várias etapas da resposta imunológica, sendo o tipo I e II os mais relevantes 

para este processo. O MHC-I é uma proteína heterodímera, formada por duas cadeias 

polipeptídicas: uma cadeia alfa, definida como cadeia pesada e uma cadeia beta 2-

microglobulina, sendo esta responsável pela estabilização do complexo. A cadeia alfa é 

subdividida nos domínios alfa 1, alfa 2 e alfa 3, onde alfa 1 e alfa 2 formam uma espécie de 

fenda, local onde são ancorados os peptídeos e onde o TCR interage para fazer o 

reconhecimento. Na região de alfa 3 acontece, além da ligação não covalente com a beta 2-

microglobulina, o acoplamento da molécula acessória da célula T citotóxica, o CD8. Este 

acoplamento tem como função a manutenção da posição correta do MHC durante a interação 

entre TCR:pMHC (Antoniou et al., 2003). 
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Figura 1: Ilustração da rota de apresentação de antígenos desde a ubiquitinação da proteína até o 
transporte para a membrana e a sua apresentação para o linfócito T CD8. Figura adaptada de 
Weinberg et al., 2015 

 

O MHC-I possui, nas regiões gênicas de alfa 1 e alfa 2, um alto grau de polimorfismo, 

permitindo assim que uma ampla variedade de peptídeos possa ancorar na sua fenda. Cada 

humano pode apresentar até 6 alelos de MHC-I diferentes, que são herdados sob a forma de 

haplótipos (Vandiedonck & Knight, 2009). Foram identificados cerca de 13.324 alelos que 

codificam o MHC de tipo I e 4.857 alelos que codificam o MHC de tipo II, totalizando 18.181 

alelos diferentes envolvidos na geração de diversidade desta molécula, amplificando 

massivamente os peptideos que podem ser apresentados 

(http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html). As regiões mais importantes para a 
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estabilidade do peptídeo na fenda são chamadas de pockets (bolsos), situadas nas regiões 

onde o segundo e o nono aminoácido se encaixam na fenda, os quais ficam mais enterrados 

que os outros aminoácidos, tendo esta região preferência para aminoácidos hidrofóbicos 

(Sidney et al., 2008).  

O TCR é um heterodímero da superfamília das imunoglobulinas formado por uma 

cadeia α e uma cadeia β, ou por uma cadeia γ e uma cadeia δ. Estas cadeias são compostas 

por dois domínios extracelulares, variáveis e constantes (Attaf et al., 2015). A região 

constante fica mais próxima da membrana da célula T e a região variável contém três sítios 

hipervariáveis, denominados de CDR (CDR1, CDR2 e CDR3). Os CDR1 e CDR2 são responsáveis, 

geralmente, pelo reconhecimento de resíduos do MHC-I. A região CDR3, representada em 

vermelho e em verde nas regiões da alça na Figura 2, é a responsável pelo reconhecimento 

do epítopo. Para realizar esta função, a alça CDR3 possui uma maior variabilidade em relação 

a CDR1 e CDR2. A molécula CD8, também presente na superfície da célula T, auxilia na 

estabilização da interação TCR:pMHC, ligando-se à alfa 3 do MHC. Um mesmo TCR pode 

interagir com até um milhão de complexos pMHC distintos (Li et al., 2013). Se a célula T 

reconhecer um pMHC epítopo como não próprio, esta irá desenvolver uma resposta 

citotóxica contra a célula que está realizando a apresentação, desencadeando toda uma 

cascata de sinalização, e levando a célula infectada à sua apoptose (Milstein et al., 2011). 

 

6. A reatividade cruzada e sua utilização na prospecção de novas terapias 

 

O TCR é capaz de reconhecer uma gama enorme de peptídeos com diferentes 

intensidades. Ao ocorrer um reconhecimento degenerado, tem-se o que chamamos de 

reatividade cruzada, sendo este fenômeno definido como o processo onde um determinado 

TCR pode reconhecer e gerar resposta contra mais de um epítopo distinto (oriundo de 

patógenos diferentes, por exemplo) (Regner, 2001). Desta maneira, uma infecção por um 

patógeno seria capaz de gerar linfócitos T de memória capazes de produzir uma resposta 

contra um patógeno não relacionado posteriormente. 

 

 



17 
 

Figura 2: Ilustração mostrando como funciona o reconhecimento da célula T, através do seu 

TCR, de um epítopo apresentado pelo MHC de classe I. O TCR pintado da cor verde é equivalente ao 

alfa e o azul claro é o beta. Na região mais abaixo ocorrem as alças que são responsáveis pela interação 

com o pMHC. Na cadeia alfa do TCR, a alça em amarelo é a região CDR2, a alça em azul é a CDR1 e em 

vermelho é a CDR3. Na cadeia beta, em verde temos o CDR3, em marrom temos a CDR1 e em laranja 

temos a CDR2. Na parte do pMHC, em azul temos o epítopo e em bege temos as cadeias alfa 1 e alfa 

2, formando a fenda. 

 

Em um primeiro momento, quando pensamos em reatividade cruzada tem-se a ideia 

que esta reação ocorre devido ao alto grau de similaridade das sequencias lineares do 

epítopo. Devido a isto, os primeiros trabalhos que estudaram o fenômeno da reatividade 

cruzada eram focados primariamente na busca por similaridades entre as sequências 

primárias de aminoácidos dos epítopos que a estimulavam. Entretanto, sabe-se que epítopos 

que compartilham menos de 50% de identidade entre seus resíduos também são capazes de 

gerar uma resposta cruzada (Fytili et al., 2008). Esse fato salienta a importância da avaliação 

de outras características além da sequência linear do epítopo, que contribuam para o 

desencadeamento da resposta imune, como por exemplo, as suas propriedades bioquímicas 

e estruturais. 

No âmbito do desenvolvimento vacinal, é de grande interesse produzir uma vacina 

que confira proteção contra mais de um tipo de doença, ou pelo menos, vacinas que protejam 
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contra um maior número de linhagens ou genótipos virais em patógenos altamente variáveis 

como o Vírus da Hepatite C (HCV) ou o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV). Para isso, é 

necessário encontrar os padrões de similaridade que definem a ocorrência da reatividade 

cruzada. É importante salientar que nem sempre esse fenômeno de reatividade cruzada é 

benéfico. Podemos citar, por exemplo, doenças autoimunes como a esclerose múltipla, que 

são induzidas por mimetismo molecular, onde um antígeno exógeno faz com que células T 

gerem respostas cruzadas contra antígenos próprios (Tejada-Simon et al, 2003).  

Em câncer a reatividade cruzada é uma das maiores preocupações dos pesquisadores. 

Ao utilizar um linfócito T para gerar resposta a um determinado conjunto de epítopos 

derivados de proteínas de células tumorais, tem-se o risco de que esses linfócitos acabem 

gerando também, por via de reatividade cruzada, uma resposta contra proteínas de células 

sadias, devido a características compartilhadas por peptídeos derivados destas duas células 

(Antunes et al., 2017; Linette et al., 2013). Em geral, uma das grandes diferenças entre células 

tumorais e sadias é o nível de expressão diferencial de diversas proteínas e a presença de 

proteínas de estágio embrionário e neoantígenos nas células tumorais. (Hanahan & 

Weinberg, 2011). 

 

7. Bioinformática e Imunologia: O casamento perfeito 

 

Graças aos avanços nas áreas da tecnologia, de processamento, e no avanço dos 

ambientes de simulação, as abordagens computacionais surgem como ferramentas 

poderosas em estudos biológicos. Assim, a imunoinformática (área da bioinformática que 

compreende preditores e abordagens in silico relacionados à imunologia) torna-se uma opção 

cada vez mais confiável e viável financeiramente em estudos envolvendo novas abordagens 

para o combate e tratamento de doenças infecciosas e tumores (Tomar & De, 2010).  

Os bancos estruturais de proteínas, por exemplo, disponibilizam cristais de pMHCs 

(código 1HLA no Protein Data Bank por ex.) e TCRs (2V2W) (Berman et al., 2000) que podem 

ser utilizados para analisar os elementos que interagem na formação de um complexo pMHC, 

e que resíduos deste complexo são importantes na interação com o receptor de célula T. Além 

disso, o custo de uma cristalização experimental e sua taxa de sucesso é uma grande barreira 

para a geração de cristais no número de combinações de epítopos e alelos de MHC desejável 
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para uma compreensão mais completa da estimulação da imunogenicidade. Então, 

alternativamente, temos abordagens computacionais estruturais para suplantar esse tipo de 

limitação técnica, como o ancoramento molecular. Esta ferramenta é utilizada na exploração 

de sítios e modos de ligação entre ligantes e seus receptores. Uma das ferramentas do nosso 

laboratório, chamada DockTope, realiza a ancoragem do epítopo, na sua estruturação alelo 

específica, no MHC de classe I (Rigo et al., 2015). Foi uma ferramenta desenvolvida por nós e 

que é de livre acesso. 

Após o processo de modelagem dos complexos, pode-se utilizar uma abordagem 

complementar que forneça informações adicionais sobre as estruturas geradas. Uma delas é 

o cálculo de potencial eletrostático. Com ele, podemos inferir a carga residual em cada uma 

das diferentes regiões da superfície da molécula. Essa análise é de fundamental importância 

em diversos estudos, como nos desenhos de ligantes (fármacos), por exemplo (Kitchen, 

Decornez, Furr, & Bajorath, 2004). No caso das estruturas dos complexos pMHCs, esse é um 

dos parâmetros utilizados pela nossa ferramenta para encontrar padrões de similaridade, 

onde pMHCs que possuem um campo eletrostático mais similar são agrupados em ramos de 

um dendograma. Podemos inferir, com estes dados, uma possível reatividade cruzada entre 

os epítopos mais próximos, pois é a complementariedade de carga entre o TCR:pMHC que 

rege a resposta imunológica e a reatividade cruzada, sendo então estes valores inferidos pelo 

campo eletrostático do pMHC (Antunes et al., 2010; Mendes et al, 2015). Essa ferramenta, 

chamada MatchTope, foi o grande projeto deste doutorado.  

Tem-se a disponibilidade de poucos softwares para a predição da reatividade cruzada. 

Além disso, a grande maioria destes softwares utilizam a sequência linear do epítopo de 

interesse, um epítopo derivado de uma proteína tumoral por exemplo, como entrada para 

tentar encontrar epítopos próprios que possam ser similares a ponto de desencadear uma 

reatividade cruzada (Moise et al., 2015; Z. H. Zhang et al., 2007). O maior problema desse tipo 

de abordagem é que, como já dissemos anteriormente, não se pode inferir reatividade 

cruzada apenas utilizando a sequência linear. Utilizando dados estruturais e usando valores 

como a topologia e a distribuição de cargas, que são os pontos chaves do reconhecimento do 

TCR, tem-se uma confiabilidade muito maior nas predições. Com a nossa técnica, fomos 

capazes de prever reatividade cruzada de epítopos que possuíam similaridades menores que 

50% (S. Zhang et al., 2015). Podendo a nossa técnica ser utilizada para uma gama de doenças, 
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iremos fazer uma rápida introdução a potenciais alvos que podem ser utilizadas como entrada 

para o MatchTope. 

 

8. Dengue 

 

O vírus da dengue é um arbovírus pertencente à família Flaviviridae. É formado por 

uma única fita simples de RNA, a qual codifica três proteínas estruturais e sete não estruturais 

(Rodenhuis-Zybert, Wilschut, & Smit, 2010). Possui cinco subtipos D1V, D2V, D3V e D4V e D5V 

que são diferenciados devido a sua antigenicidade (Normile, 2013). A infecção por qualquer 

um dos subtipos confere proteção permanente para o mesmo, porém a reinfecção por outro 

subtipo pode desencadear a dengue hemorrágica. Devido a este fenômeno, o maior problema 

que deve ser evitado na criação da vacina da dengue é a ocorrência da reatividade cruzada 

entre seus subtipos, sendo desejável buscar alvos que confiram proteção para cada subtipo e 

que não tenham similaridades que possam desencadear resposta entre eles (Duan et al., 

2012; Ranjit & Kissoon, 2011). 

 

9. Hepatite C 

 

O vírus da hepatite C é relativamente pequeno, envelopado, possuindo uma fita 

simples de RNA (Op De Beeck & Dubuisson, 2003). Pertencente à família Flaviviridae, possui 

seis diferentes genótipos e, pela sua alta taxa de mutação, estes genótipos podem apresentar 

ainda subdivisões (Simmonds et al., 1993). Os genótipos diferem entre 30 a 35% do genoma 

entre si, dificultando assim uma busca por uma vacina que abranja todos os genótipos (Ohno 

et al., 1997). 
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10. Zika 

 

O vírus da Zika pertence à família Flaviviridae, é envelopado e apresenta uma fita 

simples de RNA, a qual codifica sete proteínas não estruturais e três proteínas estruturais 

(Malone et al., 2016). Possui ele duas principais linhagens: A linhagem Africana e a Asiática, 

tendo sido a segunda introduzida no Brasil, causando o surto de infecção que está ocorrendo 

desde 2015 (Sikka et al., 2016). Até o momento, não há vacina disponível para este vírus. 

 

11. Câncer 

 

O câncer é definido como um grupo de doenças envolvendo crescimento anormal das 

células, que podem ter potencial para invadir novas regiões do corpo além do seu sítio 

original. Existem mais de 100 tipos de tumores, tendo uma classificação de acordo com o seu 

local de origem e, se este tumor está se espalhando por outras regiões, é denominado de 

maligno, enquanto se apenas está se mantendo em sua região de origem, é classificado de 

benigno (Hanahan & Weinberg, 2011). 

Há diversos tipos de tratamento para o câncer. Entre os mais comuns podemos citar 

a radioterapia, a quimioterapia e a cirurgia. Porém, tem-se utilizado a cada dia novas terapias, 

como a imunoterapia, onde se utilizam células do sistema imune para o tratamento do câncer 

(Alsaab et al., 2017; Ledford, 2017; Palumbo et al., 2013; Smyth et al., 2002). Essa abordagem 

explora o fato de células tumorais possuírem, em sua superfície, moléculas que podem ser 

reconhecidas pelo sistema imune, sendo chamadas de antígenos associados a tumores 

(tumour-associated antigens ou TAA). Essas moléculas são em geral proteínas, lipídios, 

carboidratos ou outros tipos de macromoléculas. 

Uma das abordagens da imunoterapia baseia-se na utilização de linfócitos T 

citotóxicos para reconhecer células cancerígenas. Há várias aplicações do tratamento 

utilizando as células T CD8+ (Antunes et al., 2017; Ledford, 2017; Linette et al., 2013). Porém, 

o tratamento pode ocasionar efeitos colaterais, pois ao utilizar um linfócito T para gerar 

resposta a um determinado conjunto de epítopos derivados de proteínas de células tumorais, 

tem-se o risco de esses linfócitos acabarem gerando também, por via de reatividade cruzada, 

uma resposta contra proteínas de células sadias. Podemos citar, como exemplo, a reatividade 
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cruzada que ocasionou óbitos de pacientes ao serem submetidos a uma imunoterapia 

utilizando linfócitos T citotóxicos. Essas células foram selecionadas pois geravam resposta a 

um determinado epítopo de uma proteína de uma célula tumoral (proteína MAGE-A3). 

Porém, em alta concentração, esses linfócitos geraram uma resposta contra um epítopo de 

uma proteína própria do músculo esquelético (proteína titina) (Raman et al., 2016) (Morgan 

et al., 2013) . A sequência linear desses dois epítopos apresenta baixa similaridade (55%) 

(Linette et al., 2013), e provavelmente nenhum software disponível no mercado conseguiria 

predizer essa reatividade cruzada. 

Dada a quantidade de patógenos, o número de possíveis alvos, e a gama de possíveis 

tipos de abordagem para o tratamento que podem ser realizados, faz-se extremamente 

necessária uma ferramenta capaz de auxiliar o pesquisador na prospecção de novos alvos 

vacinais ou abordagens diferenciadas no âmbito da apresentação via MHC-I e resposta 

citotóxica. 
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Objetivos 

 

Conhecendo a rota de apresentação de antígenos combinada com o reconhecimento 

do pMHC pelo TCR do linfócito T CD8+ e sabendo a sua importância na resposta imune contra 

patógenos intracelulares e células tumorais, este trabalho norteou-se nos seguintes 

objetivos: 

 

12. Objetivo Geral 

 

Desenvolver uma ferramenta capaz de predizer similaridades entre diversos alvos 

prospectados e painéis de alvos imunogênicos no contexto do MHC-I, inferindo assim novos 

alvos que possam ser usados em abordagens vacinais e processos imunoterapêuticos. 

 

13. Objetivos Específicos 

 

I. Desenvolver um workflow envolvendo a modelagem de alvos no contexto do MHC-I, 

utilizando o cálculo do potencial eletrostático e a análise das similaridades, 

contextualizando assim agrupamentos formados pelos pMHCs e indicando os 

possíveis alvos imunogênicos. As atividades programadas foram: 

 Modelagem dos alvos;  

 Edição do arquivo PDB e modificação em sua posição tridimensional; 

 Cálculo do campo eletrostático do pMHC; 

 Utilização como entrada para o agrupamento hierárquico os dados de carga da 

região da fenda; e 

 Apresentação do agrupamento através de um dendrograma e um heatmap como 

resultado da similaridade entre os alvos. 

 

II. Criar novas abordagens, utilizando o MatchTope, para o desenvolvimento racional de 

novas terapias e vacinas, através do seguinte: 
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 Busca por alvos que possuem similaridade entre vários genótipos e até espécies 

diferentes, para a detecção de reatividades cruzadas que auxiliem na pesquisa de 

novas vacinas; 

 Busca por alvos da mesma espécie viral que não possuem similaridades, para o 

desenvolvimento de vacinas que não desencadeariam reatividade cruzada; 

 Estudo de proteínas tumorais e próprias de células sadias, para prever uma possível 

reatividade cruzada não desejada entre as mesmas; e 

 Utilização de dados de microarranjos de pacientes com tumor, para uma possível 

inferência sobre quais epítopos estariam sendo reconhecidos pelos linfócitos T 

CD8+ dos mesmos. 
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Capítulo II 
Improved structural method for T-cell cross-reactivity prediction 

(Artigo “in extenso” publicado na revista “Molecular Immunology”) 
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a  b  s  t  r a  c t

Cytotoxic  T-lymphocytes  (CTLs) are  the  key  players  of adaptive  cellular  immunity,  being  able to identify
and  eliminate  infected  cells  through  the  interaction with  peptide-loaded  major histocompatibility  com-
plexes class  I  (pMHC-I). Despite  the  high  specificity of this  interaction,  a  given lymphocyte  is  actually
able  to recognize  more than  just  one  pMHC-I complex, a  phenomenon  referred as  cross-reactivity.  In  the
present  work  we  describe the  use of  pMHC-I structural  features  as  input  for  multivariate  statistical  meth-
ods,  to  perform  standardized  structure-based predictions of cross-reactivity  among  viral  epitopes.  Our
improved  approach was able to  successfully  identify  cross-reactive  targets among  28 naturally occurring
hepatitis C  virus  (HCV)  variants and  among  eight epitopes  from  the  four dengue virus  serotypes.  In both
cases,  our results were  supported  by  multiscale bootstrap resampling and by  data  from  previously  pub-
lished in  vitro experiments.  The combined use  of data  from  charges  and  accessible  surface area (ASA)  of
selected  residues over the  pMHC-I  surface provided  a powerful  way  of assessing  the  structural  features
accine development involved in triggering  cross-reactive responses. Moreover,  the  use of an  R  package  (pvclust) for  assessing
the  uncertainty in the  hierarchical cluster analysis  provided a  statistical  support  for  the  interpretation
of  results.  Taken  together,  these  methods can  be  applied to vaccine  design,  both for  the  selection of can-
didates  capable of inducing  immunity  against  different  targets, or  to identify  epitopes  that  could trigger
undesired  immunological  responses.

© 2015  Elsevier  Ltd. All  rights  reserved.
. Introduction

Cellular immunity is  one of the two main branches of the
daptive immunologic response, focused on specific functions of
he cytotoxic T-lymphocytes (CTLs). Although both cellular and
Please cite this article in  press as: Mendes, M.F.A., et al., Improved struc
(2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.017

umoral immunity are desired for an ideal and longstanding immu-
ization, CTL response plays a  central role in  regard to  antiviral

mmunity (Brehm et al., 2004). After infecting a  host cell, the virus
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eceptor; D1–EM–D2, docking 1–energy minimization–docking 2; HCV, hepatitis C
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will use the host molecular machinery to  replicate its genome
and produce new virions. In addition to all the mechanisms that
allow virus escape from circulating neutralizing antibodies, dur-
ing its intracellular replication cycle the virus is virtually hidden
from the action of humoral immunity. However, some viral pro-
teins will unavoidably be marked to enter the endogenous antigen
presentation pathway. Through this route, virus-derived peptides
will be presented at the cell-surface in  the context of  major his-
tocompatibility complex (MHC) class I molecules, forming stable
peptide:MHC-I (pMHC-I) complexes. Each CTL produced by the host
has  one specific T-cell receptor (TCR), which is able to recognize
pMHC-I complexes presenting nonself peptides. Therefore, through
the  interaction between pMHC-I complexes and TCRs, CTLs are  able
to identify and eliminate infected cells.

The TCR/pMHC-I interaction is highly specific, which allows
the development of memory T-cells that will be  once again
tural method for T-cell cross-reactivity prediction. Mol. Immunol.

triggered in  future challenges with the same target. However, a
given lymphocyte is able to  recognize more than just one pMHC-I
complex. This capacity of a CTL to  recognize non-related peptides
derived from the same virus, or even peptides from heterologous
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iruses, was defined as cross-reactivity (Vieira and Chies, 2005).
s expected, cross-reactivity has direct implications over vac-
ine development, autoimmunity and heterologous immunity, a
rocess by which the immunization with one pathogen confers
rotection against another (Cornberg et al., 2010; Selin et al., 1994;
elsh and Fujinami, 2007; Welsh and Selin, 2002). Understanding

f the molecular features driving these cross-reactivities became a
ajor goal for several immunologists, but the system’s complexity

as delayed progress in  the field. Wedemeyer et al. (2001) have
roposed that cross-recognition of two heterologous epitopes
ould be triggered by  the high amino acid sequence similarity
etween them. Similarity in  terms of biochemical properties
as also proposed as being the key for cross-recognition (Vieira

nd Chies, 2005), and was even applied with some success to
redict cross-reactivity (Frankild et al., 2008; Moise et al., 2013).
owever, structural studies have shown that even epitopes with

ow sequence and biochemical similarity might present quite
dentical pMHC-I surfaces (Antunes et al., 2011; Sandalova et al.,
005), indicating that this structural similarity should account for
he cross-stimulation of a  given T-cell population.

Structural analysis of pMHC-I complexes can provide a level of
nformation much closer to that presented in vivo for the interac-
ion with the TCR. On  the other hand, structural approaches are
requently limited by the number of pMHC-I structures already
roduced by  experimental methods, such as X-ray crystallog-
aphy and NMR (nuclear magnetic resonance). Our group has
sed structural bioinformatics tools to build in silico models of
MHC-I complexes that were not  yet determined by experimental
ethods. This approach, referred as D1–EM–D2 (docking 1–energy
inimization–docking 2), was previously validated through the suc-

essful reproduction of several crystal structures (Antunes et al.,
010; Sinigaglia et al., 2013) and has been used to  provide novel
omplexes for the CrossTope Data Bank for cross-reactivity assess-
ent (Sinigaglia et al., 2013). Our group has also combined this

pproach with the use of multivariate statistical methods to  make
tructural-based cross-reactivity predictions (Antunes et al., 2011).
n a previous study, we used images of the electrostatic potential
istribution over the pMHC-I surface to predict the cross-reactivity
attern among 28 naturally occurring hepatitis C virus (HCV)
ariants, in  the context of HLA-A*02:01 (Antunes et al., 2011).
ierarchical clustering of proteins based on electrostatic poten-

ial over the entire surface has being previously used to protein
unctional assignment and protein classification, as performed by
he webPIPSA server (Richter et al., 2008). This approach, how-
ver, is not  suitable for cross-reactive prediction since most of
he pMHC surface will not be contacted by the TCR and only few
esidues from the TCR-interacting face will play a key role in trig-
ering a  T cell response. The innovative image-based clustering of
MHC-I complexes here described has been shown to be  a  fast
nd efficient way  to predict cross-reactivity using structural infor-
ation, being able to identify cross-reactive targets even between

pitopes which shared no amino acids in sequence (Zhang et al.,
015).

In a previous study, one region over the pMHC-I surface was
efined, based on the observation of the main spots of variation
mong the 28 complexes analyzed. Based on the extracted infor-
ation from the pMHC-I structures, we were able to predict the

ame clusters of cross-reactivity observed in vitro (Antunes et al.,
011). Despite the success of this approach, the same parameters
ould not be applied to  other subsets, since different regions of
he pMHC-I surface might have diverse influence over the TCR
ecognition. In  this context, we presented here an improved and
Please cite this article in press as: Mendes, M.F.A., et al., Improved struc
(2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.017

tandardized structural-based method for T-cell cross-reactivity
rediction of HLA-A*02:01-restricted epitopes. In the present
ork, we aimed to  provide a generic set of “gates” that could be

pplied to any subset of epitopes restricted to HLA-A*02:01. These
 PRESS
unology xxx (2015) xxx–xxx

gates were defined considering the key TCR interactions regions,
which could be involved in cross-reactive responses.

Another improvement we implemented in this work was  the
inclusion of topography prediction. There are experimental evi-
dences suggesting that charge similarity is more important than
subtle topographic differences between the cross-reactive com-
plexes (Jorgensen et al., 1992; Kessels et al., 2004). However,
pMHC-I complexes are 3D structures and, hence, topography vari-
ation certainly has some influence over the TCR recognition. The
accessible surface area (ASA) of a  residue can provide a  quantita-
tive measure of how exposed or buried its side chain is, which will
have impact over the pMHC-I topography. ASA values of  the epitope
residues, for instance, were previously related to immunogenicity
(Meijers et al., 2005) and were also able to  identify non-cross-
reactive complexes (Antunes et al., 2010).

The predictive capacity of our method was enhanced by  the
inclusion of these new features such as mapping interaction
zones in  TCR/p:MHC complexes that are responsible for cytotoxic
response, topography prediction, and a bootstrap-based statisti-
cal method to validate the hierarchal clusters. Our results with the
analysis of hepatitis C virus and dengue virus epitopes support its
use as an important guidance tool  for rational vaccine development.

2. Results and discussion

2.1. Identification of conserved contacts among
TCR-HLA-A*02:01 crystal structures

The human HLA-A*02:01 is  largely studied for being the
most frequent MHC-I allele in  human populations (http://www.
allelefrequencies.net/) (Fernandez-Vina et al., 1992). For this rea-
son, the protein encoded by this specific allele (called allotype) also
presents the larger number of crystal structures available at the
Protein Data Bank (PDB). Aiming to identify the residues involved
in the recognition of this allotype by different TCRs, we  performed
an extensive search for all available crystal structures of TCR/HLA-
A*02:01complexes. This search returned 31 complexes (Table A.1),
presenting 16 different TCRs and 20 different epitopes. Despite
this variability, five epitope positions (p4–p8 –  gates 1–3) and four
MHC-I residues were consistently indicated as involved with TCR
interactions, being present in more than 85% of these complexes.
The P4–P6 positions of the epitope had already been observed as
being directly involved in the stimulation of immunogenicity (Calis
et al., 2012, 2013; Frankild et al., 2008; Hoof et al., 2010; Rudolph
et al., 2006; Wucherpfennig et al., 2009). Several residues over the
pMHC-I surface might participate in  the interaction with the TCR,
influencing the specific level of T-cell stimulation that will be trig-
gered by each pMHC-I. However, we here postulate that changes in
these nine conserved contacts might have greater impact over the
T-cell recognition, therefore influencing cross-reactivity.

Supplementary material related to this article can be found, in
the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.
017

2.2. Inclusion of ASA values

We  decided to include ASA values together with electrostatic
potential information to improve our prediction method. It  is
important to note that the epitope amino acids composition will
affect not only the charges and the ASA values of  the epitope itself,
tural method for T-cell cross-reactivity prediction. Mol. Immunol.

but also of surrounding MHC-I residues. For that reason, in addition
to the ASA values for the nine epitope residues, we also included
ASA values from 28 frequently TCR-interacting MHC-I residues in
our approach (Fig. 1B).
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Fig. 1. Seven gates defined to  obtain color histograms and selected residues for ASA  assessment. Top view of a pMHC-I complex presenting a dengue-derived epitope in the
cleft  of HLA-A*02:01, obtained with the UCSF Chimera package (Trott et al.,  2010). In (A), electrostatic potential over the surface was computed with the Delphi program and
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epresented as red (negative charges) and blue (positive charges) spots, with a  rang
CRs, as observed in the crystal structures available, and were selected for the RGB
ll  residues selected for ASA  assessment are indicated in blue. Black rectangles ind
eferences to color in this figure legend, the reader is  referred to the web  version of

Comparing results with and without ASA, we observed a
etter definition in  the clusters, making the results more con-
istent with in vitro data. To exemplify this improvement, G6 26
not including ASA values) appears in  other branch, outside of
Please cite this article in  press as: Mendes, M.F.A., et al., Improved struc
(2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.017

he cross reactive cluster, being now included in  the correct
ross reactive cluster. For a full comparison, an image of clus-
erization analysis without ASA values can be viewed in  Fig.
.1.

ig. 2. HCA of 28  HCV natural occurring variants. Dendrogram representing the hierarchica
overing  all six  HCV genotypes (from G1–G6). The input data was accessible surface area v
opography and charges distribution over the surface. Red boxes indicate the main cluster
omplexes fell in independent main clusters. The only complex that presented no resp
ntermediate (light blue), low (yellow) and without (brown) cross-reactive targets in res
esponse presented by each complex in cross-reactivity tests (in vitro) is  provided in Additi
For  interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to
 −3 to +3 kT. The seven gates (G1–G7) relate to conserved contacts with different
sis with ImageJ. In (B), the complex surface is  depicted in grey while the surface of
the seven gates (from G1–G7) used in the RGB analysis. (For  interpretation of the
rticle.)

Supplementary material related to this article can be found, in
the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.
017
tural method for T-cell cross-reactivity prediction. Mol. Immunol.

2.3. Method validation with a previously studied subset

Twenty-eight variants, covering all six HCV genotypes, were
tested in vitro against the same T-cell population, which was

l cluster analysis (HCA) of 28 pMHC-I complexes loaded with HCV-derived epitopes
alues and color histograms (RGB) for each pMHC-I, which provided information on
s identified (alpha =  0.95). High (Cluster 1) and low (Cluster 2)  G1 01 cross-reactive
onse in vitro, G3-18, fell  alone in an independent branch. The strong (dark blue),
pect to  G1 01 are represented inside individual boxes. Information on the specific
onal file  3. G, HCV genotype; AU, approximately unbiased; BP, bootstrap probability.

 the web  version of this article.)
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Fig. 3. HCA of 28 HCV naturally occurring variants from previous article. A  modified figure from our previous article (Antunes et  al., 2011),  representing a hierarchical cluster
analysis (HCA) of 28  pMHC-I complexes loaded with HCV-derived epitopes covering all six  HCV genotypes (from G1–G6). The input data was  extracted from a single spot
in  the surface, and provided information on charges distribution using color histograms (RGB) values. The  dark blue boxes indicate the G1 01 cross-reactive complexes,
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ight  blue boxes depict the intermediate targets, yellow boxes indicate targets wit
endogram was  generated by the SPSS software, using hierarchal clustering, with ce
gure  legend, the reader is referred to  the web  version of this article.)

btained from an individual vaccinated with the wild-type epi-
ope HCV-NS31073 (CINGVCWTV) (Fytili et al., 2008). The level of
FN-gamma production stimulated against a  highly cross-reactive
ariant from genotype 1 (G1-01: CVNGVCWTV) was  defined as a
eference of high response, which was used to classify the other
ariants into high, intermediate or low cross-reactive complexes
Table A.2).

Supplementary material related to this article can be  found, in
he online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.
17

A HCA based in  our improved approach was able to  divide the
omplexes into two main clusters (Cluster 1 and Cluster 2) and one
ut-group represented by  G3-18 (Fig. 2). A threshold was defined
ith the pvrect function to  highlight these groups (alpha =  0.95),
hich are  corroborated by  AU p-values with low standard errors

Fig. 2). The variant G3-18 (from genotype 3) fell in a  completely
ndependent branch. This result is  in  agreement with our previous
nalysis and with the experimental data, since G3-18 was  the only
mong the 28 complexes that presented no detectable response
n vitro (Fytili et al., 2008). All the high G1 01 (HCV-NS31073)  cross-
eactive complexes fell in  Cluster 1 (AU =  98). Of note, in the in vitro
ssay, the complexes with the higher IFN-� levels within the cross-
eactive complexes were G1-02, G1-07, G5-22, G6-25 and G6-27
Antunes et al., 2010, 2011; Fytili et al., 2008; Sinigaglia et al., 2013).

ith the exception of G5-22, all other complexes fell in the same
ub-cluster of the reference variant G1-01 (AU = 76). It is  impor-
ant to note that this level of information was not contemplated
y our previous work (Fig. 3). The high responder variant G6-26
nd the intermediate responder G1-05 fell in separate branches,
Please cite this article in press as: Mendes, M.F.A., et al., Improved struc
(2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.017

ut still within the main cluster of the cross-reactive complexes
AU = 98). It  is  also important to  mention that our previous analysis
f these complexes presented the intermediate responder G1-05
s the closest related complex to the reference complex G1-01
 cross-reactives and brown boxes indicate the target with no  cross-reactives. The
d method and squared euclised. (For interpretation of the references to color in this

(Antunes et al., 2011). We explained this unexpected result by sug-
gesting that despite the surface charges distribution other issues
might account for the lower response presented by G1-05. Our
improved approach was  able to identify neglected structural dif-
ferences between G1-01 and G1-05, and correctly placed G1-05
outside the sub-clusters of high responders.

All low cross-reactive complexes fell in  Cluster 2 (AU = 97). The
low responders from genotype 1,  G1-03 and G1-04, fell correctly
into this main low responders cluster, as well as the intermedi-
ate responders G1-06 and G1-08. The complex G1-06 was also
placed within the low responders in  the original analysis (Fig. 3).
Of note, a trend to the separation of the variants according to  their
genotypes is  also observed, since we have a  sub-cluster only with
G3 complexes (AU =  79) and a  sub-cluster with the majority of G2
complexes (AU = 99). Our HCA results also provide other sugges-
tions, such as that G1-08 is  more closely related to G2-11 and
G3-20 (AU =  95) than to  G1-06. However, to these new cross reactive
suggested targets, there is  no experimental background in Fytili’s
paper to support this level of speculation (Fytili et al., 2008). Note
that the in vitro assay with these 28 HCV variants was performed
to verify the cross-reactivity against the wild-type HCV-NS31073.
Cross-reactivity also depends on the T-cell population involved,
so to evaluate the cross-reactivity against G1-08, an assay with a
G1-08-specific T-cell population would be needed.

2.4. Cross-reactivity prediction among dengue virus serotypes

Dengue virus (DV) represents a  major challenge for vaccine
development (Halstead, 2013). Despite effective immunization
tural method for T-cell cross-reactivity prediction. Mol. Immunol.

against one serotype is easy to achieve, and protective T-cell
response is observed, challenge of an immunized individual with
an heterologous serotype often leads to severe symptoms, such as
dengue hemorrhagic fever and dengue shock syndrome (DHF/DSS).
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Fig. 4. Structure-based hierarchical clustering of pMHC-I complexes. Dendrogram of 36 pMHC-I complexes representing the hierarchical cluster analysis performed with the
Pvclust R  package. The  input data was accessible surface area values and color histograms (RGB) for each pMHC-I, which provided information on  topography and charges
distribution over the surface. Red boxes indicate the main clusters identified (alpha = 0.95). Cross-reactive and non-cross-reactive complexes of both subsets (HCV and DV)
fell  in independent clusters. AU, approximately unbiased; BP, bootstrap probability. Dark blue box indicates the G1 01 cross-reactive complexes, light blue box indicates the
intermediate targets, yellow box indicates targets with low cross-reactives and brown box indicate the target with no  cross-reactives. Green box indicates NS4b targets and
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n this context, cross-reactive T-cells are believed to mediate the
mmunopathogenesis of DHF/DSS during secondary heterologous
hallenge (Duan et al., 2012). Therefore, the identification of non-
ross-reactive immunogenic targets, specific for each DV serotype,
s one way to develop a  combined tetravalent vaccine. In a  recent
ublication, Duan et al. (2012) identified HLA-A*02:01-restricted
eptides from the four DV serotypes, and examined their immuno-
enicity and cross-reactivity. From their data, we extracted the
pitope sequence of two groups of targets, one being identified as
i) cross-reactive variants, and the other as (ii) non-cross-reactive
ariants (Fig. A.2).

Supplementary material related to  this article can be found, in
he online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.
17

We performed new predictions with the combined data from
oth subsets (HCV and DV), totaling 36 pMHC-I complexes. The
CV and DV variants fell in  independent main clusters, HCV main-

aining the same complexes in Clusters 1 and 2 and defining two
ore groups (Clusters 3 and 4). The same threshold (alpha =  0.95)
as able to identify cross-reactive and non-cross-reactive com-
lexes within these groups (Fig. 4). All  four NS4b variants fell in
he same cluster (Cluster 3) (AU = 100). This was expected, since
Please cite this article in  press as: Mendes, M.F.A., et al., Improved struc
(2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.017

ross-reactive in vitro response was indeed observed for these four
ariants. The same level of clustering was not  observed for the NS4a
ariants (AU =  83), a  group that did not present cross-reactivity in
he study of Duan et al. (2012).
 legend, the reader is  referred to the web  version of this article.)

The variants D1V-NS4a140 and D4V-NS4a140 fell in  independent
branches, while the other two  (D2V-NS4a140 and D3V-NS4a140)
fell in  the same cluster (AU =  95). Our HCA, therefore, indicates a
possible cross-reactivity between D2V-NS4a140 and D3V-NS4a140,
which could be understood as a  false positive result. However, it
is important to highlight that cross-reactivity is  also dependent
on the specific T-cell population involved, and normally produces
responses with lower intensity when compared to  the challenge
with the cognate peptide. Of note, the D2V-NS4a140 presented
really low levels of response even upon challenge with the cog-
nate epitope (Fig. A.1) (Duan et al., 2012). Despite of a possible
structural similarity (Fig. 5), a  cross-reactive response would be
probably undetectable with this T cell population. However, our
approach relies exclusively on structural features of  the pMHC-I
surface, such as charges distribution and ASA values, and therefore
is capable of identifying the closer related complexes. Also, other
features in  antigen processing might prevent the T  cell stimulation
process.

Finally, the combined HCA (HCV and DV) was able to reproduce
the same results observed in  the independent HCV analysis. This
combined approach corroborates the consistency of  our method,
even with a  greater number of complexes, suggesting its possible
tural method for T-cell cross-reactivity prediction. Mol. Immunol.

use in  a larger scale as a virtual screening method. In this sense,
we also explored an alternative way  to present our HCA results.
Instead of a  dendrogram, this data can be used as input for relational
networks, which can provide more intuitive information about the
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Fig. 5. Topography and electrostatic potential comparison among pMHCs presenting dengue-derived epitopes. “TCR-interacting surfaces” of three pMHC-I complexes
presenting epitopes derived from three different Dengue Virus serotypes are depicted. Regions with positive (blue) and negative (red) charges are represented with a  scale
from  −3 to +3 kT. Sequences of presented peptides are depicted below each complex, with mutations in relation to “D1V” indicated in red. Alpha-1 and Alpha-2 MHC domains
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re  also shown. TCR-interacting surfaces of complexes “D2V” and “D3V” share great
hree  positively charged spots (green arrows). Images were obtained with the UCSF
gure  legend, the reader is referred to  the web  version of this article.)

ross-reactive-networks studied (Fig. 6), indicating, however, the
ame relationships.

.5. Applicability to vaccine development

Several immunogenic targets were identified and successful
Please cite this article in press as: Mendes, M.F.A., et al., Improved struc
(2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.017

mmunization can be  achieved, but HCV diversity remains a  major
hallenge. The identification of targets capable of triggering cross-
enotype responses could drive the efforts to develop a  new
eneration of vaccines, improving vaccination coverage.

ig. 6. Relational network of 36 pMHC-I complexes. Relational network generated with
ach  sphere represents a  given pMHC-I and different colors indicate different HCV genot
ith  HCV genotype six  epitopes. Lines (edges) indicate cross-reactivity between the co

ross-reactive. The strength of each line  indicates the similarity between the connected c
etween them. The distribution of the clusters is  merely representative, and distance bet
olor  in this figure legend, the reader is referred to the web  version of this article.)
ilarity in terms of electrostatic potential, while “D1V” presents some differences in
era package (Trott et  al.,  2010). (For interpretation of the references to color in this

On  the other hand, cross-reactivity is  an issue to be avoided in  a
DV vaccine development, since it is  involved in the immunopatho-
genesis of DHF/DSS. Once again, our improved structurally based
prediction could be applied as a virtual screening method to iden-
tify undesirable cross-reactive responses that are unknown, and
must be tested before the use of predicted targets in  an anti-DV
vaccine.
tural method for T-cell cross-reactivity prediction. Mol. Immunol.

Traditional methods of vaccine development provided some
successful results, but have been unable to overcome some of  the
major challenges for global health, such as the control of HIV and
HCV. In  that context, a new generation of rationalized vaccines is

 the Gephi program, based on the dendrogram of 36 pMHC-I complexes (Fig. 4).
ypes or DV serotypes. For instance, red spheres indicate pMHC-I complexes loaded
nnected complexes (nodes), complexes without connections are considered non-
omplexes, being a  structure-based indicative of the strength of the cross-reactivity
ween nodes in the picture has no  meaning. (For interpretation of the references to

dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.017
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tarting to be planned, and bioinformatics tools are playing a  major
ole in  this process (Donati and Rappuoli, 2013; Dormitzer et al.,
012). Combined in silico approaches can save time and money,

dentifying the candidates more likely to stimulate the desired
mmune response, which can then be tested with in vitro and in vivo
xperiments to  confirm its safety and efficacy for the use in  a  new
accine.

. Conclusions

The CD8+ T-cell cross-reactivity is  a complex phenomenon
riggered by the structural similarity between two  different pMHC-

 complexes that are recognized by the same TCR. Despite the
normous variability of TCRs and epitopes involved in these inter-
ctions, there are  few conserved contacts that are shared by all
CR/pMHC-I crystal structures available, providing a map  of the
ost important regions over the pMHC-I surface. Moreover, cross-

eactivity between two  pMHC-I complexes can be predicted based
n the electrostatic potential over these selected regions. Although
here are many studies about possible characteristics that trig-
er cross-reactivity, our method applying electrostatic potential
Antunes et al., 2011) and topology data to predict cross reactiv-
ty is  a new one in  this field. Our innovative approach showed
hat use of ASA values can improve this prediction, adding valu-
ble information on the topography of these complexes. Finally,
he use of an R  package to assess the uncertainty of the hierarchi-
al clustering provided a  statistical validation of the results. Our
ethod can be applied in  rational vaccines construction, allow-

ng to predict the impact of heterologous immunity and anticipate
ndividual response to vaccination (Wlodarczyk et al., 2009; Zhang
t al., 2015). It can also be used to  predict unexpected off-target
oxicity in  T cell based immunotherapies for cancer, field in which
ross-reactivity has become a  major concern (Linette, 2013; Stone
t al., 2015).

The presented results demonstrate that our  technique is  on the
ight track. The next steps to consolidate this approach will come
ith the increase on analyzed cross-reactive networks, through the

ecovery and inclusion of in vivo experimental data available in
cientific literature. This increase in  the number of networks will
trengthen the specificity of the approach, decreasing the number
f false positive results. Alternatively, we aim to implement a  strat-
gy using neural network or Suport Vector Machine algorithms to
nfer immunogenicity in pMHC complexes considering their charge
istribution and topographic patterns. These different tools will
ecame available in  our immunoinformatics platform Crosstope –
tructural Data Bank for Cross-Reactivity Assessment (http://www.
rosstope.com.br).

. Materials and methods

.1. Identification of conserved contacts between TCRs and
MHCs

An extensive search for all available crystal structures of
CR/pMHC-I complexes restricted to HLA-A*02:01 with 9 residues
pitopes was performed in the Protein Data Bank and IMGT/3D
tructure-DB (Kaas et al., 2004). Curated and calculated contacts
etween TCR and pMHC, for each complex, were obtained from
EDB-3D (Ponomarenko et al., 2011). An arbitrary cut-off of 85%
nd 60% was used to select TCR-interacting residues of the pMHC
o retrieve electrostatic potential and ASA (Fig. 1) values, respec-
Please cite this article in  press as: Mendes, M.F.A., et al., Improved struc
(2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.06.017

ively. Information on included complexes is provided in  Table A.1.
onsidering the nine key positions identified in crystal structures,
e defined a  group of seven regions over the pMHC-I surface

Fig. 1A). These regions, or “gates”, were defined considering the
 PRESS
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specific contribution of each one of these residues to the pMHC-I
surface. Three regions were defined covering the epitope surface.
The contribution of epitope positions p4 and p5 were collected
by two independent gates (G1 and G2). In the case of positions
p6, p7 and p8, only one gate was defined, centered over p7 (G3).
This was  decided because p7 is  much more exposed to  the contact
with the TCR, while p6 and p8 have a  lower contribution to the
pMHC-I surface. Other four gates were defined over selected
MHC-I residues (G4, G5, G6 and G7). These seven key regions
are in agreement with previously described “TCR footprints” for
this allotype (Gras et al., 2009, 2012; Rudolph et al., 2006)  and,
therefore, will be probably involved in cross-reactive responses.

4.2. Construction of pMHC-I complexes

All  our structural analysis were performed with pMHC-I com-
plexes obtained through the previously described D1–EM–D2
approach (Antunes et al., 2010). Briefly, only the FASTA sequence of
the epitopes was recovered from the reference studies (Duan et al.,
2012; Fytili et al., 2008) and used as input to produce 3D struc-
tures of these epitopes, with PyMOL scripts. A “donor” structure
of an empty HLA-A*02:01 was obtained by  removing the epitope
from a  reference PDB structure (Protein Data Bank code 2V2W).
The new pMHC-I structure, harboring the epitope of  interest in
the context of HLA-A*02:01, was then obtained by  a  combined
sequence of molecular docking and energy minimization steps.
These steps were performed with AutodockVina (Trott et al., 2010)
and GROMACS 4.5.1 (Pronk et al., 2013), respectively. The accuracy
and reliability of this D1–EM–D2 approach was  tested in  previous
studies (Antunes et al., 2010; Sinigaglia et al., 2013).

4.3. Electrostatic potential and ASA calculations over the pMHC-I
complexes

Electrostatic potential for each pMHC-I structure was calcu-
lated with Delphi (Li et al., 2012), with custom parameters (e.g.:
indi = 1.0, exdi =  80.0, prbrad =  1.4, salt =  0.2). Accessible surface area
(ASA) from each pMHC-I complex was  calculated with NACCESS
V2.1.1 (http://www.bioinf.manchester.ac.uk/naccess/), which in a
simplified explanation calculates the atomic accessible surface by
rolling a  probe of specific size around a van der Waals surface, of
the selected residues. In this work, we used a  probe size 1.40 Å.

4.4. Image acquisition and data extraction

Images of the electrostatic potential distribution over the “TCR-
interacting surface” of each pMHC-I were obtained with the UCSF
Chimera package from the Resource for Biocomputing, Visualiza-
tion, and Informatics of the University of California, San Francisco
(Pettersen et al., 2004). The “Electrostatic surfacing coloring” option
of Chimera was used to import and visualize the electrostatic poten-
tial calculated with Delphi, using a  range from −3 to  +3 kT. Selected
regions over these images were defined, and color histograms (RGB)
of these areas were obtained with ImageJ 1.43u software (National
Institute of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij). In total, 42 val-
ues were obtained from the seven histograms of  each image, such
as color mean and standard deviation for each RGB component. Fig-
ures included in the article were edited with Adobe Photoshop CS2
v.9.0. program (Adobe, San Jose, CA).

4.5. Clustering analysis
tural method for T-cell cross-reactivity prediction. Mol. Immunol.

As previously described, our prediction method was  based on
the use of pMHC-I structural features as input for multivariate sta-
tistical methods (Antunes et al., 2011). Originally, only information
on electrostatic potential was  used to define the clusters of putative
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ross-reactive complexes. Now, we combined additional informa-
ion on ASA values and improved our approach with the use of
n R package (pvclust) to assess the uncertainty of the hierarchical
luster analysis (HCA) (Suzuki and Shimodaira, 2006). This pack-
ge provides both bootstrap probability (BP) and approximately
nbiased (AU) p-values, which are computed by  multiscale boot-
trap resampling, and has been shown to be less biased than other
ethods in  typical cases of phylogenetic tree selection (Shimodaira,

002). The “average” linkage method was used with “correla-
ion” distance, and the number of bootstrap replications was  set
o 10,000. Results were plotted as dendrograms with bootstrap
robabilities (BP) and approximately unbiased (AU) p-values. Main
lusters were identified with pvrect (alpha = 0.95) and standard
rrors for AU p-values were obtained with seplot.  Relational net-
orks were plotted with the open-source platform Gephi (https://

ephi.org).
This improvement adds a statistical validation to the den-

rogram, enriching the discussion of the results, and avoiding
nsubstantiated conclusions.
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MatchTope: A tool to predict peptides complexed in Major Histocompatibility Complex I 

cross reactivity 
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The development of new vaccines and treatments for cancer that target the immune system 

are a very active but challenging areas of research. There are several in silico tools for 

predicting immunogenicity based on analysis of the sequences of peptides that bind to the 

Major Histocompatibility Complex (MHC). Few of these bioinformatics tools make use of 

the three-dimensional structure of the peptides. Here, we have describe a new tool, 

MatchTope, for predicting the cross-reactivity of peptides by computing and analyzing the 

electrostatic potentials of MHC-peptide complexes. We validated MatchTope against 

previously published data and showed that it can be used to predict cross-reactivity 

between targets derived from several viral subtypes or even a possible cross response 

between tumor-derived peptides and self-peptides. 
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The immune system protects an organism against a wide range of exogenous pathogens, like 

viruses, bacteria and fungi, as well as endogenous pathological entities, like tumor cells1. 

However, to avoid autoimmune diseases, the immune system should not generate a response 

to the organism’s own healthy cells2. Various types of cells, receptors, chemokines and 

interleukins are involved in the immune response and the complex interactions between 

these components drive the human immune system3. 

One of the main ways by which the human immune system recognizes a pathogen and 

creates a response to it is by loading the Major Histocompatibility Complex (MHC) with a 

peptide (pMHC)4. The presented epitope can be derived from a self-protein, a protein from a 

pathogen or a tumor cell protein5. There are two main MHC types: MHC class I (MHC-I) and 

MHC class II (MHC-II). In humans, the MHC loci are called 'Human leukocyte antigens' (HLA). 

Lymphocyte T cells are responsible for the interaction with pMHCs. There are two types 

of T lymphocytes, classified as CD8+ or cytotoxic and CD4+ or helper T cells. The cytotoxic CD8+ 

lymphocytes that interact with MHC-I are the focus of the current work. The presented 

epitope can be recognized as self or non-self. If the epitope is recognized as non-self, a 

signaling cascade will be triggered, which ultimately leads to the apoptosis of the infected or 

tumor cell6. This recognition is not strictly specific: the T-cell receptor (TCR) can not only 

recognize an exact match of the epitope but also similar ones. This latter event is called cross-

reactivity7. Obviously, expanding the broadness of the recognition allows reduction of the 

number of TCRs. However, an epitope derived from a virus protein can mimic a self-epitope 

and thus trigger an autoimmune disease2,8. Furthermore, the high similarity between proteins 

of normal cells and tumor cell proteins makes it difficult for lymphocyte CD8+ cells to properly 

respond to tumor cells1,9,10. 

Cross-reactivity becomes particularly important in the development of a new vaccine 

when it is crucial to check whether the vaccine will be effective against all subtypes of the 

pathogen. Likewise, when developing a new immunotherapeutic approach, it is necessary to 

ensure that the target will not trigger cross-reactivity with a self-protein. Unfortunately, it is 

impossible to test all possible complexes between epitopes and MHC-I in experiments, and 

therefore in silico analyses are helpful. Some cross-reactivity predictors are available, that use 

linear sequences as input, and were mostly designed for the prediction of allergic processes11-

13. However, it is already known that some epitopes show cross-response despite sharing 
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fewer than 50% of the amino acid residues in their linear sequence, which implies substantial 

difficulties for such predictors to correctly predict cross-reactivity14,15. For this reason, we 

developed a new cross-reactivity prediction tool, MatchTope, which uses protein structural 

information to predict similarities between pMHC-I targets, therefore facilitating the 

development of new vaccines and immunotherapies. Using several available datasets, we 

verified that MatchTope achieves excellent agreement with experimental results, proving 

that this tool can greatly facilitate vaccine development for diverse diseases and cancer 

immunotherapeutic treatments. 

 

Results 

Opening the MatchTope black box.    The MatchTope tool is based on the calculation of the 

molecular electrostatic potentials (MEP) of MHC class I loaded with different peptides, and 

then clustering the different peptide-MHC class I complexes based on the similarity of their 

MEPs. The concept of using the MEP as a measure of pMHC class I similarity was described in 

our previous articles16,17.  

Fig. 1 displays the steps involved in our analysis. We used PIPSA (Protein Interaction 

Property Similarity Analysis), a software that is an established tool for analyzing protein 

electrostatic interaction similarities (http://pipsa.h-its.org/pipsa/)18. We added some 

modifications to the standalone version to account for the cylindrical shape of the pMHC 

binding cleft. To cluster the targets by electrostatic similarity, MatchTope uses the R clustering 

package19.  

Prior to the analysis, the user should provide a set of pMHC class I pdb files (a minimum 

of two files is required). Since only a few crystallographic complexes exist to date, the input 

pdb file will often be derived by modeling. The pdb file should include several columns holding 

the 3D coordinates of each protein atom and some additional information, such as occupancy, 

temperature factor, element name, charge, radius or other properties, depending on the 

source. Since some columns of non-standard pdb files for modeled complexes were found to 

cause problems during the PIPSA run, these are deleted in a pre-processing step using a bash 

script. 

The next step involves a shift of the 3D coordinates of all provided complexes 

superimpose them. This process is important to ensure the comparison of the same 



38 
 

electrostatic regions in different pMHCs. To achieve this, we use a Python script to call the 

PyMOL ‘Fitting’ function20. This function superimposes the pdb input with a predefined model 

pdb structure. 

After the fitting process, MatchTope starts to calculate the electrostatic similarity of the 

complexes by using the PIPSA standalone version. PIPSA first calculates the MEPs using the 

University of Houston Brownian Dynamics (UHBD) program21. There are several available 

programs for calculating the MEP of a protein, but we have chosen UHBD due to its 

convenient short runtime compared to the APBS program22. PIPSA creates a ‘skin’ around 

each pMHC and then the MEPs of the pMHC complexes are compared. Besides calculating 

overall electrostatic similarities for the full proteins in the complete skins, the algorithm also 

allows for calculating similarities in a focused region. For this study, a cylinder in the cleft of 

the pMHC was considered and only regions of the protein skins residing within this cylinder 

were used for computing similarity indices, as shown in Fig. 2. Using this focused region, we 

can reduce the noise and thereby avoid erroneous clustering of the results.  

The final part of the analysis, the clustering process, uses the similarity indices calculated 

during the PIPSA run as input. To group electrostatically similar pMHCs together, MatchTope 

uses an R package called ‘cluster’, which performs a hierarchical clustering of the input data 

and a package called ‘gplots’ to create a heat map with a color gradient to visualize the level 

of similarity between different targets. The cluster package requires some user-defined 

arguments. We used maximum distance as the metric and complete-linkage clustering as the 

linkage criterion. This choice of arguments yielded the best results for our data.  

 

MatchTope validation.    To validate MatchTope, we used two data sets from previously 

published articles23,24. A list with all epitopes is shown in Table S1, and data on the 

superposition of input and model pdbs are shown in Table S2. The low RMSDs (average 0.019 

Angström) indicate that all structures were well superimposed. The first data set is from a 

Hepatitis C target cross-reactivity study24. In this study, 28 epitopes presented to HLA-A*02-

01 were tested against a wild type epitope from the virus. We modeled these targets using 

the DockTope tool25. The clustering of the structures on the basis of MEP resulted in two large 

groups and one outlier (Fig. 3). One cluster was previously demonstrated to show cross-

reactivity in in vitro analyses, proving that our tool grouped the targets correctly. The second 
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group does not have in vitro data in support of the predicted cross-reactivity, but manual 

analysis of the complexes reveals striking similarities between them. This indicates that 

members of the group would probably trigger cross-reactivity if tested against a specific TCR. 

The outlier is a pMHC complex that is very distinct in comparison with the other 27 pMHCs, 

and thus, this result fits well with our expectations. 

 The second data set we have chosen was from a study on Dengue virus23. Eight pMHCs 

with peptides derived from two different proteins, NS4a and NS4b, of the four dengue virus 

serotypes, are considered. In vitro data showed that the epitopes generated from NS4b had 

cross-reactivity, while epitopes from NS4a did not. Using DockTope to model the complexes 

and MatchTope to compute their MEP similarity resulted in two distinct clusters, exactly 

corresponding to NS4a- and NS4b (Fig. 3). The NS4b group shows very small electrostatic 

distances, indicating that the group members were highly similar. The NS4a group, on the 

other hand, appears dispersed, showing considerable intragroup distances, indicating low 

similarity. That explains why this group will probably not trigger a cross response. Again, we 

found that the results of the in silico analysis generated by our tool matched the in vitro data.  

In addition, we also used a set of distinct complexes studied in vitro and deposited in the 

CrossTope data bank (http://crosstope.com/)26, for which cross-reactivity has  not yet been 

demonstrated experimentally. Images of the MEPs  on to the molecular surfaces of the 

pMHCs are available, in Cross Tope, and it is possible to detect similar patterns and manually 

group pMHCs into various clusters using these similarities. The automated MatchTope 

analysis again led to the expected result with clustering of pMHCs with a similar electrostatic 

charge distribution in the same group (data not shown). 

We tested around 10,000 different combinations of settings for PIPSA as well as statistical 

parameterization. For PIPSA, we varied the probe size, the skin thickness and the radius of 

the cylindrical shape by which the focused region is defined and, for the statistical analysis, 

we tested a number of clustering options. In this tool, we finally implemented the parameters 

and settings that yielded the best results. 

 

MatchTope availability.    Upon publication of this article, a standalone version of MatchTope 

will be made available for download free of charge via the CrossTope interface at 

http://www.crosstope.com/Home/Tools. In addition, users can send epitope sequences or 
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pdb structures of pMHCs to MatchTopetool@gmail.com; we will then perform the analysis 

described herein and send the results back. In the near future, we will in addition release a 

MatchTope web server version, where pdb files or complexes modelled using DockTope can 

be uploaded and then directly subjected to MatchTope analysis. The results will then be 

displayed on the web page and be available for download. 

Discussion 

We here describe a fully automated tool for comparing and clustering pMHCs by MEP 

similarity for cross-reactivity prediction. Using previously published data sets as input data, 

we were able to correctly group the targets showing cross-reactivity. MatchTope allows the 

user to analyze up to 100 pMHC structures at once, calculates the MEPs, and groups similar 

complexes together. The resulting distances in electrostatic potential space enable the user 

to draw conclusions about whether cross-reactivity is likely to occur for the analyzed 

complexes or not. 

MatchTope makes use of various bash scripts, R scripts and a customized version of 

PIPSA. In addition, as an external tool, PyMOL is required. We recommend using the DockTope 

tool for modeling targets25. With this tool, the user can model peptides complexed with HLA-

A*02:01, HLA-B*27:05, H2-Db or H2-Kb, but any pMHC of class I allele can be used as input 

for MatchTope. MEPs are always calculated with the same settings, even if the pMHC allele 

differs between different complexes. The pdb file with the selected focused region used to 

determine the electrostatic distances is defined by placing a cylinder in the pMHC cleft, and 

can be exported to a separate pdb file.  

In a previous article17, we discussed how one of the TCR variable domains CDR3, 

recognizes if peptides originate from a self-protein or a non-self-protein. In our new tool 

MatchTope, we solely make use of these regions to calculate the MEP  similarities. We did 

not consider the rest of the complex because this would only increase the noise in the 

analysis. We plan to include topographic features combined with the MEP data in a future 

MatchTope implementation, to improve the robustness of the analysis.   

The final step in our determinations involves clustering of the structures by electrostatic 

potential similarity as determined by PIPSA using the R cluster package. This package allows 

for the choice of a variety of metrics and linkage criteria, but the best results were achieved 

using maximum distance as the metric and complete-linkage clustering as the linkage 
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criterion. We confirmed the suitability of our parameter choice by clustering published 

data24,27 into groups consistent with the results of in vitro analysis. 

In our data bank, CrossTope (http://www.crosstope.com/)26, hundreds of immunogenic 

pMHC models are available, for which a pdb file can be downloaded and images of the MEPs 

can be viewed. It had previously been observed that these immunogenic pMHCs show 

common patterns of electrostatic charge distributions when manually comparing the 

pictures. With MatchTope, however, a comparison on a much larger scale becomes feasible. 

MatchTope was able to point to us to similarities between immunogenic targets which were 

not previously observed, and thus may be helpful in the field of reverse vaccine development. 

The field of cancer immunology is rapidly developing and immunotherapeutic 

approaches are becoming more and more common, showing promising results. One 

methodology makes use of TCR modifications to enhance affinity against tumor-specific 

peptides1,9. However, one major risk of using the TCR modification approach is the cross-

reactivity with a normal cell presenting self-peptides. A well-known case28 is the cross-

reactivity between the melanoma-associated antigen MAGE-A3 and a titin-derived antigen 

expressed by healthy cardiac cells, which led to the death of two patients. These two peptides 

have a low sequence similarity, sharing just 5 amino acid residues out of 9, but X-ray 

crystallography showed structural similarity between them. MatchTope is able to 

demonstrate their similarity without making use of crystallography, proving that is a powerful 

tool to predict an undesirable cross-reactivity. 

This result, together with our validation, demonstrates that similarity between pMHCs 

can be predicted from the MEP of the cleft region of the structure only. Since electrostatic 

similarity can trigger cross-reactivity events, our tool can be used as a cross-reactivity 

predictor. MatchTope overcomes issues inherent to predictors using just linear sequences as 

input. Even with low sequence similarity, e.g. less than 50% shared amino acid residues, our 

tool can properly cluster the targets and seems less prone to yield erroneous classifications. 

Working with this tool as a cross-reactivity predictor may open new prospects in the field 

of vaccine prediction. For example, in a TCR modification-based vaccine development 

approach, combining MatchTope with our previously published modeling tool DockTope can 

substantially enhance the process of finding new safe vaccine candidates in a shorter time 



42 
 

span. It is also possible to predict cross-reactivity between a tumor epitope and a self-epitope, 

which can be used in the context of research on new immunotherapies. 
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Methods 

MatchTope Automation.    MatchTope is a software built to seek similarities in the MEPs of 

pMHC molecules and to group similar MEP patterns by hierarchical clustering. In order to do 

this, we developed a workflow involving 3 bash scripts, a Python script, the PyMOL program20, 

a modified PIPSA standalone version18 and 2 R packages, to perform the following steps: (i) 

edit pdb files to remove unnecessary columns; (ii) superimpose all the pdb files; (iii) use these 

pdb files as input for PIPSA to calculate the MEPs and corresponding similarity indices; (iv) use 

the PIPSA results as input for the R package to perform hierarchical clustering. The MatchTope 

tool was tested on Linux Ubuntu 14.04 and Ubuntu 16.04 systems. The average run time of 

MatchTope for an input of 30 pdb files is 4 minutes. 

 

Pre-processing the input pdb files.    Since the pMHC pdb files are often the output of 

modeling software, they typically have some columns with unnecessary information, which 

can cause problems for the PIPSA software. To avoid any issues, a bash script removes these 

columns using shell instructions. After this process, the pdb files retain nine columns, namely 

the ATOM or HETATOM identifier for proteins and other groups, respectively, atom number, 

type of atom, the corresponding amino acid residue, chain information, amino acid residue 

number and the Cartesian x-, y- and zcoordinates. 

 

Fitting.    To avoid the problem of comparing different regions of different pMHCs due to a 

nonuniform orientation in the 3D space, we implemented a fitting routine in a Python scrjpt 

making use of the PyMOL software20. We employ a pdb model that gives the reference 

position and all input structures are fitted to the orientation and positions of this model. The 

script repeats this superposition process twice to ensure a good result. 

 

PIPSA calculation.   PIPSA first computes similarity indices for the electrostatic potential 

analytically from the pdb files, making use of monopole and dipole terms. Hydrogen atoms 

are added using WHATIF (https://swift.cmbi.umcn.nl/servers/html/index.html) as 

necessary29. Next, the input for the UHBD calculation is generated and the electrostatic 

potential grids computed with UHBD. The PIPSA program then computes the Hodgkin 

similarity index for all pairs of electrostatic potential grids18,30. This is done on the molecular 
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skin and within a 20 Angström radius cylindrical region, defined in the pMHC cleft using the 

3D coordinates of this cleft. Due to the fitting step, the program can use the same 3D 

coordinates for all pMHCs. The ‘skin’ represents the remaining layer, after excluding any 

region inside the solvent-accessible surface area defined with a certain probe radius, and has 

a defined thickness. Everything outside this region is also excluded. Corresponding points on 

the potential grids within the skins of the two proteins to be compared are used for computing 

similarity indices. Potential values lying outside of this skin or outside of the cylinder created 

in the region of interest of the pMHCs will not be used.  The thickness of the skin and the 

probe radius are adjusted to 15 and 0.5 Angström, respectively, for best results. Images are 

generated with UCSF Chimera 1.12. 

  

Hierarchical clustering and heat map.    After the PIPSA calculation is finished, the program 

uses the resulting similarities of the MEPs as input to the R package. Using the ‘cluster’ 

package, R creates a hierarchical clustering of the results, grouping most similar pMHCs in the 

same cluster. The package uses the maximum distance as a metric and complete-linkage 

clustering as the linkage criterion. Together with the clustering represented in a tree-based 

format, a heat map is displayed, calculated using the ‘gplots’ package and using a color 

gradient to visualize how similar pMHCs are. 

 

Validation methodology.    To validate our tool, we used two distinct data sets. All targets 

were nonamers and modeled using the DockTope software25. A list of all epitope sequences 

used in our validation step is shown in Table S1. We modeled all epitopes in HLA*A-0201 

complex options, using the standard settings. We used the given interferon-gamma results 

from the published data sets to determine cross-reactivity and confirm the validity of our in 

silico analysis23,24. The interferon-gamma information is available on the respective articles. 
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Figure Captions 

Fig. 1. The flowchart of the MatchTope tool showing the analysis process from the first step 
of inputing the pdb files to the final step of generating the results. Each step is described in 
greater detail in the Methods section. 
 
Fig. 2. A sample image of one pMHC showing the exact region and size of the cylindrical 
region that is used by PIPSA to compare the MEPs of various pMHCs. The pMHC is shown in 
cartoon representation with the alpha chain in light blue color, the beta chain in dark blue 
color, the epitope in orange with amino acid side chains in stick representation and the 
cylindrical region used for calculation shown by a gray semi-transparent surface. The pMHC 
was modeled with the DockTope tool using a dengue epitope as input. 
 
Fig. 3. Final result of the MatchTope analysis: The hierarchical clustering is represented in a 
tree-based format together with a heat map representation of the resulting similarities. To 
test the tool, we used previously published data. Epitopes that have the name highlighted 
with a green box are derived from Hepatitis C virus (HCV) and show cross-reactivity. The 
yellow boxes indicate HCV-derived epitopes that lack cross-reactivity against the epitopes in 
green boxes. The red epitope is an outlier. Epitopes highlighted with brown and blue boxes 
are derived from proteins of the four serotypes of the Dengue virus; the ones shown in 
brown have no reactivity between them and the blue ones do show cross-reactivity. These 
boxes were manually added to facilitate interpretation of the results and are not 
implemented in the program. The color coding of the heat map, as indicated by the color 
key in the upper left corner, ranges from red color to indicate highest similarity to purple, 
indicating lowest similarity in the current data set. 
 
Table S1. Table with the list of MHC peptide linear sequences and their respective names. 
 
Table S2. RMSD values (in Angström) of pMHCs used for MatchTope validation compared to 
the pdb model after fitting. The low RMSD values shown here (below 0.1 Angström) prove 
that all pMHCs are in the same position. The last row presents the mean overall results. 
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Hepatitis C epitopes Dengue epitopes 

Genotype 1 

G1_01 CVNGVCWTV 
Serotype 1 

D1V_NS4a GLLFMILTV 
G1_02 CTNGVCWTV D1V_NS4b LMRTTWAL 
G1_03 CVSGACWTV 

Serotype 2 
D2V_NS4a AILTVVAAT 

G1_04 CISGVCWTV D2V_NS4b LMMRTTWAL 
G1_05 CINGACWTV 

Serotype 3 
D3V_NS4a GILTLAAIV 

G1_06 CVNGACMTV D3V_NS4b LLMRTSWAL 
G1_07 CINGVCWSV 

Serotype 4 
D4V_NS4a TILTIIGLI 

G1_08 CINGVCWSI D4V_NS4b LMRTTWAF 

Genotype 2 

G2_09 CISGVLWTV    
G2_10 TISGVLWTV    
G2_11 SISGVLWTV    
G2_12 SIAGVLWTV    
G2_13 TISGILWTV    

Genotype 3 

G3_14 TVGGVTWTV    
G3_15 SVGGVMWTV    
G3_16 TIGGVMWTV    
G3_17 AIGGVMWTV    
G3_18 TVGDVMWTV    
G3_19 TVGGVMWTV    
G3_20 TVGGVIWTV    

Genotype 4 G4_21 AVNGVMWTV    
Genotype 5 G5_22 CINGVMWTL    

Genotype 6 

G6_23 SINGVMWTV    
G6_24 AINGVMWTV    
G6_25 TVNGVMWTV    
G6_26 AVNGVLWTV    
G6_27 TINGVLWTV    
G6_28 TVNGVLWTV    

 
Table S1. Table with the list of linear peptide sequences and their respective names. 
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Epitope RMSD  Epitope RMSD 

D1V_NS4a 0.016  G2_12 0.020 
D1V_NS4b 0.023  G2_13 0.015 
D2V_NS4a 0.018  G3_14 0.017 
D2V_NS4b 0.016  G3_15 0.021 
D3V_NS4a 0.014  G3_16 0.010 
D3V_NS4b 0.021  G3_17 0.021 
D4V_NS4a 0.010  G3_18 0.015 
D4V_NS4b 0.017  G3_19 0.026 

G1_01 0.016  G3_20 0.020 
G1_02 0.022  G4_21 0.017 
G1_03 0.018  G5_22 0.013 
G1_04 0.029  G6_23 0.027 
G1_05 0.040  G6_24 0.017 
G1_06 0.029  G6_25 0.026 
G1_07 0.018  G6_26 0.016 
G1_08 0.009  G6_27 0.017 
G2_09 0.020  G6_28 0.012 
G2_10 0.025  Mean 0.019 
G2_11 0.021    

 
Table S2. RMSD values (in Angström) of pMHCs used for MatchTope validation compared to the pdb 
model after fitting. The low RMSD values shown here (below 0.1 Angström) prove that all pMHCs are 
in the same position. The last row presents the mean overall results. 
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Discussão Geral 

 

O objetivo deste trabalho foi a criação de uma ferramenta de cálculo de similaridade 

utilizando dados numéricos de campo eletrostático como entrada, para assim realizar uma 

predição de possíveis alvos que possam desencadear o fenômeno de reatividade cruzada ou 

que apresentem similaridade a alvos imunogênicos e possam ser utilizados em abordagens 

vacinais e imunoterapêuticas. 

No âmbito do desenvolvimento de vacinas com o auxílio da imunoinformática, 

podemos voltar aos primórdios do final da década de 90, onde começaram a surgir, graças ao 

boom de sequenciamentos e disponibilização de dados biológicos que houve naquele 

momento, ferramentas voltadas para a imunologia (Lefranc, 2014). Surge então o termo 

vacinologia reversa, onde começou-se a usar a sequência do proteoma dos patógenos na 

busca de alvos para o desenvolvimento de novas vacinas (Rappuoli et al., 2016). Com o passar 

do tempo houve o avanço da tecnologia de sequenciamento e do poder computacional dos 

processadores, permitindo assim as análises utilizando machine learning, e originando 

ferramentas como NetMHC (Lundegaard et al., 2008), SYFPEITHI (Rammensee et al., 1999), o 

banco de dados do PDB (Berman et al., 2000) e o IEDB (Vita et al., 2015). Com isso, muito do 

desenvolvimento de novas vacinas passam agora primeiramente por análises in silico para 

apenas depois de um resultado positivo nesta etapa progredir-se para análises in vitro/in vivo. 

Na imunoinformática, tem-se poucas ferramentas que conseguem prever se linfócitos 

públicos, isto é, presentes em grande parte da população, vão gerar resposta ou não se 

confrontados com determinados pMHCs. Ferramentas de predição de imunogenicidade 

baseada em dados estruturais são escassas (Moise et al., 2015; Z. H. Zhang et al., 2007), sendo 

que apenas uma utiliza a estrutura tridimensional da proteína como entrada, e mesmo assim 

é um preditor de reatividade cruzada de alvos imunogênicos apenas no contexto de 

anticorpos contra alergênicos (Z. H. Zhang et al., 2007). Neste sentido, uma ferramenta de 

predição de reatividade cruzada, utilizando dados estruturais como entrada e no contexto da 

resposta citotóxica é algo inédito e que pode ser muito bem utilizado em vários estudos, 

possuindo assim um grande nicho a ser explorado. 

A disponibilidade de cristais de pMHC-I é pequena frente ao grande número de 

complexos possíveis, muito devido ao elevado custo, tempo longo e necessidade de mão de 
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obra especializada para realizar a cristalografia. Devido a isso surgiram algumas ferramentas 

que podem ser utilizadas em sua modelagem (Khan & Ranganathan, 2010; Todman et al., 

2008). Dentre estas destaca-se o DockTope (Rigo et al., 2015), que é uma ferramenta que 

modela peptídeos apresentados no contexto do MHC-I. O DockTope modela quatro alelos de 

MHC-I, sendo 2 de humanos (HLA*A-02:01 e HLA*B-27:05) e dois de murinos (H2-Kb e H2-

Db).  

Graças ao DockTope possuímos então a capacidade de obtermos vários pMHCs 

modelados em um curto espaço de tempo. Algo que demoraria em torno de 6 meses para ser 

produzido utilizando a cristalografia por Raio X, pode ser obtido em torno de 3 horas 

utilizando a nossa ferramenta. Esta técnica foi validada reproduzindo cristais com um RMSD 

médio de 1,9 Å. Com isto torna-se possível a análise de grande quantidade de alvos 

modelados, abrindo assim uma gama de possibilidade em estudos que analisam a base 

estrutural da imunogenicidade, com potencial uso do MatchTope. Para maiores informações 

sobre o DockTope leia-se o Anexo 1 no final desta Tese. 

Com uma grande quantidade de dados em mãos e um know-how em estudos 

utilizando pMHC-I, nosso grupo começou a estudar possíveis aplicações para estas estruturas 

modeladas. No início utilizou-se arquivos em formato de imagens, com o equivalente a uma 

foto do campo eletrostático do pMHC, como forma de calcular similaridade, sendo que 

utilizamos regiões que eram normalmente discordantes. Eram consideradas regiões onde 

diversas estruturas possuíssem um maior grau de diferença entre si. Com isso foram 

escolhidos em torno de 7 zonas diferentes, e foram extraídos a média e o desvio padrão dos 

valores de cores das imagens. Estes dados serviam como entrada para a análise estatística, 

havendo a geração de um dendrograma em que se indicava a similaridade entre os alvos 

(Antunes et al., 2010). 

Além desta técnica, também foi criado um banco de dados chamado CrossTope 

(Sinigaglia et at., 2013), para hospedar pMHCs modelados por nosso grupo, sendo o critério 

de seleção dos epítopos a sua imunogenicidade, avaliada por artigos recuperados no banco 

de dados do IEDB (Vita et al., 2015). Estão disponíveis estruturas modeladas em quatro alelos 

diferentes, os mesmos alelos utilizados pelo DockTope. Este banco de dados é aberto a 

qualquer pessoa, de forma gratuita, e continuamente vem sendo atualizado com a inclusão 

de novas estruturas. 
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O Capítulo II desta tese mostra um avanço na nossa metodologia de análise de 

similaridade, sendo esta versão denominada de legacy. A ideia de utilizar a imagem do campo 

eletrostático e extrair os valores de cores (caracterizados pela sigla RGB, do inglês Red Green 

and Blue) continua válida, porém a metodologia sofreu várias alterações. Em um primeiro 

momento, adquirimos um total de 37 cristais de complexos TCR:pMHC, sendo os MHC 

expressos no contexto de A*02:01, para realizarmos um levantamento sobre as regiões em 

que as alças do TCR contatam o pMHC. A partir destas informações, foram selecionadas sete 

regiões, sendo três destas na porção onde se localiza o epítopo (aminoácido 3, 4 e um 

quadrante maior abrangendo os aminoácidos 5, 6 e 7) e quatro quadrantes nas alças da fenda, 

sendo dois na alfa 1 e o restante na alfa 2. Com isto, tem-se a certeza que são regiões de 

grande importância para o reconhecimento do linfócito T CD8+, aumentando assim a 

confiabilidade das análises. 

Outra modificação desta técnica, em comparação com a técnica previamente 

utilizada, foi a forma de obtenção dos campos eletrostáticos. Na técnica atual utilizou-se um 

software separadamente, o Delphi (L. Li et al., 2012). Esta ferramenta implementa a equação 

de Poisson-Boltzmann para o cálculo dos valores eletrostáticos do pMHC. Ao usar este 

software separadamente foi possível customizar determinadas opções, obtendo assim um 

arquivo com uma melhor resolução e produzindo um ganho de confiabilidade na análise. 

Para ser gerada a imagem do pMHC com o campo eletrostático, foi utilizado o 

software UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). Esta ferramenta tem como principal função 

a visualização de proteínas tridimensionais, como o arquivo PDB por exemplo, e também 

possui a função de mostrar a superfície da molécula, podendo adicionar o campo eletrostático 

previamente calculado pelo Delphi. Com isto, gera-se a imagem que é utilizada para a 

extração dos valores de RGB. 

A próxima etapa do processo é a obtenção dos dados de cores, o que é realizado com 

o software ImageJ (Scheider et al., 2012). Através do programa foram selecionadas as 7 

regiões indicadas acima, sendo extraídos a média e o desvio padrão dos valores de RGB. Os 

valores são adicionados a uma tabela juntamente com aqueles da área de acesso ao solvente 

calculado pelo programa Naccess, sendo esta uma forma indireta de calcular a topologia. 

Após a obtenção dos valores de carga e topologia, utilizou-se um pacote do 

instrumento R para pvclust (Suzuki & Shimodaira, 2006), que adiciona uma análise mais 
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robusta ao utilizar o bootstrap para validar os agrupamentos mostrados no dendrograma. 

Com isto, temos um valor de probabilidade agregado aos conjuntos formados. 

Para validar nossas análises utilizamos um conjunto de dados já publicados. Em um 

dos artigos foram selecionados 28 alvos derivados de seis genótipos de hepatite C, sendo que 

27 deles são derivados de cinco genótipos e o restante derivado da linhagem selvagem 

(normal) do vírus (Fytili et al., 2008). Através então da informação da quantidade de 

interferon gama liberado pelos linfócitos T CD8+, selecionados por gerar resposta contra o 

epítopo selvagem; se eles interagem com um outro epítopo, pode-se afirmar que estes alvos 

possuem reatividade cruzada.  

Em um outro artigo, foram selecionados oito peptídeos, derivados dos subtipos 1 ao 

4 de dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4), sendo dois epítopos de cada subtipo (Duan 

et al., 2012). Foram eles testados utilizando o mesmo parâmetro de quantificação de 

interferon gama dos linfócitos T citotóxicos, tendo sido encontrados quatro epítopos que 

possuem reatividade cruzada e quatro que não a possuem; estes alvos foram utilizados como 

entrada para a análise de similaridade. 

Somando os 2 artigos temos 36 alvos, os quais foram analisados pela nossa técnica 

para aferir se esta funciona corretamente. No Capítulo II desta Tese encontram-se os 

dendrogramas que indicam eventos de reatividade cruzada, demonstrando que a nossa 

metodologia é válida para inferirmos similaridade entre os alvos e para buscarmos alvos 

imunogênicos através de análises de similaridade (Mendes et al., 2015). 

Com os resultados positivos e o artigo sobre a metodologia publicado, o próximo passo 

era transformar o legacy em uma ferramenta de predição de similaridade. Esta ferramenta 

em princípio estaria disponível online e utilizaria a mesma metodologia empregada no 

Capítulo II, porém de uma forma automatizada. Os passos efetuados para realizar esta ideia 

serão apresentados abaixo. 

A primeira tentativa foi utilizar uma forma modificada do arquivo gerado pelo Delphi. 

Uma das opções de saída deste programa é um arquivo em formato de texto plano, contendo 

valores que seriam equivalentes ao campo eletrostático. Este arquivo possui em torno de 100 

mil linhas, em formato de matriz. Utilizamos uma função de distância de matriz para calcular 

a similaridade, usando assim este valor como entrada para um dendrograma. Infelizmente, 

apesar de várias tentativas, os resultados preliminares não foram satisfatórios. Uma das 
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possibilidades que levantamos é que as matrizes de campo eletrostático estivessem com 

valores de regiões distintas entre os complexos, isto é, uma matriz de uma região em um 

pMHC não necessariamente seria a mesma região em um outro pMHC, fazendo com que o 

cálculo de distância entre as matrizes não funcionasse corretamente, pois estavam sendo 

comparadas regiões diferentes. Para averiguarmos se as matrizes seriam das mesmas regiões 

entre os pMHCs, tentou-se converter essas matrizes em um mapa de voxels, isto é, pontos na 

tela (pixels) com volume, onde cada matriz de carga resultava em pontos de diferentes cores. 

Porém, o processo para realizarmos esse mapeamento tinha um custo computacional tão 

elevado que tornou inviável.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: À esquerda temos uma imagem de um pMHC com o seu campo eletrostático calculado na 
superfície. À direita encontra-se o resultado da sobreposição entre 94 figuras de pMHCs distintas. A 
parte central, mais acinzentada, equivale às regiões que mais diferem entre os diversos complexos, 
sendo estes pixels utilizados para a obtenção dos valores de RGB. 

 

Com todos estes contratempos, voltamos então com o plano de trabalhar com as 

imagens. A princípio, teríamos um script do ImageJ para a obtenção automática dos valores 

de RGB. No entanto, este script nunca chegou a ser implementado, devido a uma série de 

fatores que fogem ao escopo desta discussão. Partimos então para uma nova abordagem, 

desta vez utilizando um algoritmo que sobrepõe todas as imagens do campo eletrostático dos 

pMHCs e calcula os pixels de maior divergência entre estes, usando os valores RGB destes 

pixels como entrada para o agrupamento hierárquico. Um exemplo de uma saída deste 

programa pode ser vista na Figura 3. 
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Apesar de este algoritmo estar funcionando corretamente, ocorreu um outro 

problema que inviabilizou a automatização do processo de criação das imagens, 

impossibilitando assim a geração da ferramenta. Ao criar um script para realizar as etapas de 

transporte do arquivo PDB, cálculo da superfície, transporte do campo eletrostático e 

salvamento da imagem, houve um erro no programa UCSF Chimera. Em alguns complexos 

gerou-se uma deformação na imagem em que alguns pMHCs possuíam um buraco na 

estrutura, sem nenhuma superfície sendo mostrada. Infelizmente, este é um erro no 

algoritmo do UCSF Chimera que seus criadores não conseguiram corrigir. Contato com os 

responsáveis pelo programa, que propuseram algumas soluções, foram inúteis e com isso 

toda a metodologia por trás da ferramenta teria que ser repensada. Embora estagnado neste 

ponto o método continuava sendo válido, apesar de não estar automatizado, sendo 

atualmente utilizado em alguns estudos conduzidos pelo nosso grupo ou por colaboradores. 

O Capítulo III apresenta a ferramenta chamada MatchTope. Esta ferramenta foi 

desenvolvida em colaboração com o laboratório MCM, localizado no Heidelberg Institute of 

Theorical Science. O MatchTope utiliza como base uma versão modificada do software PIPSA 

(Protein Interaction Property Similarity Analysis) (Wade, Gabdoulline, & De Rienzo, 2001). Esta 

ferramenta trabalha de uma forma similar à metodologia abordada pelo nosso grupo, 

utilizando também o cálculo do campo eletrostático, sendo este realizado pelo software 

UHBD (Madura et al., 1995) para obter a análise de similaridade entre as proteínas. O PIPSA 

é utilizado geralmente para estimar propriedades de ligações entre proteínas e averiguar 

parâmetros cinéticos de diversas enzimas. No entanto, em um primeiro momento o PIPSA 

não funcionou como planejávamos. Como o pMHC possui regiões de maior importância para 

o reconhecimento do linfócito T CD8+, sendo que o campo eletrostático de regiões além da 

fenda não tem uma relevância fundamental na sinapse imunológica, o PIPSA não conseguiu 

predizer de uma forma precisa as similaridades entre os alvos utilizados no teste, pois utilizou 

a molécula inteira como entrada para a análise introduzindo assim um alto grau de ruído, pois 

apenas a região da fenda é significativa. Mesmo editando o PDB do pMHC para apenas a 

região da fenda ou selecionando apenas os carbonos alfa dos epítopos para utilização como 

entrada, as análises continuavam a apresentar resultados errôneos.  

Devido a estes problemas desistimos de utilizar o PIPSA por um tempo. Porém, com a 

possibilidade de realizar o Doutorado sanduiche, pude ir pessoalmente ao laboratório de 
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Heidelberg e com isto tentar aprimorar a ferramenta para funcionamento com a nossa 

metodologia. Desenvolvemos então uma versão modificada do PIPSA, onde implementou-se 

um algoritmo que desenha um cilindro na posição da fenda e apenas aquela região é utilizada 

para o cálculo de similaridade. Com isto conseguimos resultados concordantes com os 

obtidos anteriormente, podendo assim utilizar este método como base para a nossa 

ferramenta de similaridade entre pMHCs. 

Apesar de ter sido implementado o cilindro para a obtenção dos campos eletrostáticos 

na fenda, foram realizados diversos testes até chegarmos à utilização deste parâmetro. Foram 

várias tentativas implementando uma área cônica e uma área esférica dentro da fenda, 

formatos que existiam previamente, mas que não estavam disponíveis na versão online para 

a obtenção dos valores de carga. Além disso, foram várias tentativas utilizando diversos 

parâmetros como variação no raio da esfera, ângulo do cone, raio do cilindro, além de vários 

tamanhos da sonda que o programa utiliza para mapear o complexo. Diferentes tamanhos de 

skin também foram avaliados pelo software para definir a altura da região de interação 

eletrostática. No Capítulo III há uma figura mostrando a região cilíndrica que utilizamos e uma 

melhor explicação sobre o funcionamento da ferramenta. A Figura 4 mostra o formato cônico 

desenhado pelo PIPSA para a obtenção dos valores de carga, sendo este formato 

diversamente testado sobre vários parâmetros diferentes. 

Para a análise estatística foram experimentados vários padrões disponíveis no pacote 

cluster, pertencentes ao R (Ihaka & Gentleman, 1996), para chegarmos a um que conseguisse 

realizar um agrupamento condizente com os dados de bancada. Existem 35 parametrizações 

distintas no pacote cluster, sendo 7 opções quanto à forma de cálculo da métrica de 

similaridade, e 5 opções quanto à função utilizada para calcular a ligação entre os diversos 

elementos. Os resultados variam muito dependendo dos parâmetros escolhidos, como pode 

ser comparado utilizando o resultado apresentado no Capítulo III com a Figura 5. 

No total, se somarmos a quantidade de vezes que foram testados os mais diversos 

parâmetros, tanto no cálculo do potencial eletrostático quanto no agrupamento hierárquico, 

chegaremos a um número em torno de 10 mil resultados que foram analisados para 

calibrarmos a ferramenta em um nível aceitável de precisão. Para uma maior descrição do 

workflow do MatchTope, o Capítulo III apresenta maiores detalhes. 
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Com a ferramenta pronta abre-se um leque de possibilidades para a sua utilização. 

Desde a prospecção de novas vacinas até um banco de dados de ligandomas de tumores, a 

gama de opções é grande e a sua aplicação é simples, rápida e gera bons resultados, 

auxiliando assim o pesquisador em seu estudo. Segue abaixo uma pequena lista de potenciais 

funções para o MatchTope: 

 Busca por alvos similares entre diversos genótipos: Em doenças como a Hepatite 

C, por exemplo, tem-se um leque de genótipos com muitas diferenças genômicas, 

o que dificulta a prospecção de uma vacina que abranja a todos, ou pelo menos o 

maior número de indivíduos daquela espécie. Ao utilizarmos o proteoma de várias 

amostras de diferentes genótipos é possível inferir, através de um preditor de 

processamento e apresentação de antígeno, diversos alvos potenciais que podem 

ser imunogênicos. Em seguida, a partir da modelagem destes alvos utiliza-se 

ferramentas como o DockTope e o resultado da modelagem como entrada para o 

MatchTope. Com isto temos como resultado diversos agrupamentos, onde é 

escolhido um que possua alvos de diversos genótipos distintos, os quais podem ser 

testados in vitro para buscar alvos com respostas de amplo espectro; 

 Busca por alvos dissimilares dentro de uma mesma espécie: A dengue 

hemorrágica tem como uma das suas causas a reatividade cruzada. A prospecção 

de alvos vacinais para esta doença deve seguir a ideia de que, nestes casos, aquele 

alvo não seja semelhante o suficiente com algum outro dentro dos outros subtipos. 

Para isto utiliza-se o mesmo raciocínio do tópico acima, porém seleciona-se apenas 

alvos que não agruparam com nenhum outro, indicando assim uma baixa 

probabilidade de estimulação de reatividade cruzada de células T; 

 Prospecção de possíveis alvos em vírus recém descobertos: Uma recente onda de 

infecção pelo até então não tão conhecido Zika vírus fez com que começasse uma 

procura rápida por possíveis alvos vacinais para esta doença. Uma abordagem que 

poderia ser realizada neste caso é a busca por espécies próximas que possuam 

dados descritos de alvos imunogênicos. Estes alvos então podem ser utilizados 

como referências imunogênicas para a procura de alvos similares dentro da doença 

a ser estudada. Por exemplo, ao procurar por alvos potenciais em Zika pode-se 

utilizar dados de proteínas similares com dados positivos de imunogenicidade na 
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febre amarela, pois a febre amarela é da mesma família do Zika Vírus. Através da 

utilização de uma região do genoma da febre amarela reconhecidamente 

imunogênico por estudos prévios, seriam realizados alinhamentos de sequência 

considerando-se organismos similares, como o genoma de outro flavivirus. Desta 

forma obtém-se proteínas alvo mais promissoras comparado a uma abordagem 

inicial tradicional, que teria que analisar o genoma total de um vírus sem dados 

prévios descritos de imunogenicidade. A partir deste ponto seguem-se as etapas 

de modelagem do alvo imunogênico previamente descrito e corroborado na 

literatura da febre amarela, mais os alvos selecionados após alinhamentos em 

regiões de interesse definidos como promissores no Zika vírus.  Com estes 

complexos pMHCs disponíveis aplica-se a ferramenta MatchTope que dará como 

resultado de saída uma métrica de similaridade das proteínas comparadas. Para 

este exemplo considera-se a imunogenicidade do modelo de referência, 

permitindo prospectar o mesmo no alvo de estudo (Bragatte et al., 2018, 

comunicação pessoal); 

 Banco de dados de ligandomas de câncer: Com o surgimento de novas e 

promissoras abordagens de imunoterapias é fundamental o desenvolvimento 

de uma ferramenta “in silico” para auxiliar na pesquisa por novos alvos. Como 

mencionado anteriormente nesta Tese, a reatividade cruzada de células T 

entre células tumorais e sadias é um assunto importante e há dificuldade em 

se prever sua ocorrência. Como o DockTope e o MatchTope são ferramentas 

com eficiência validada através de dados experimentais e que apresentam 

resultados relativamente rápidos, é possível a análise de dados em larga escala 

para este tipo de prospecção. Um dos nossos projetos futuros é a criação de 

um banco de dados de ligandomas de tumores, isto é, um banco de dados com 

diversos alvos derivados de proteínas tumorais e sadias que podem ser 

expressos e apresentados via MHC-I. O pesquisador terá acesso a informações 

de quais proteínas tumorais têm semelhança com proteínas de células sadias 

que indiquem uma probabilidade de ocorrência de uma reatividade cruzada. 

Para isto inicialmente serão selecionados um conjunto de dados de um tumor 

específico, e serão modelados pMHCs com peptídeos derivados de proteínas 
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destes tumores e de proteínas de células normais dos tecidos circundantes 

(serão modelados os peptídeos com altos escores preditos em diversas 

ferramentas da via de processamento de antígenos endógenos). As sequencias 

das proteínas serão resgatadas através de bancos de dados, como por exemplo 

o The Human Protein Atlas e o UNIPROT (Uhlen et al., 2015; The UniProt, 

2018);  

 Busca por epítopos imunogênicos utilizando dados de RNA-Seq: Em uma 

parceria com um grupo de pesquisas do INCA e da Fiocruz-Rio, sob a 

coordenação do professor Martin Bonamino, desenvolvemos uma estratégia 

para encontrar que alvos dentro dos tumores estavam sendo reconhecidos e 

por qual população linfocítica. Para isto utilizamos as sequências de CDR3 

prevalentes nos tumores e sequências de proteínas superexpressas no 

ambiente tumoral. Modelamos os pMHCs de peptídeos contidos nestas 

proteínas em um alelo de HLA frequente na população e que foi genotipado 

para os pacientes estudados (HLA-A*02:01). Paralelamente, procuramos 

cristais contendo o complexo ternário pMHC:TCR e que continham as 

sequências CDR3 similares às encontradas nos pacientes, supondo que 

sequências muito similares reconhecem pMHCs estruturalmente semelhantes. 

As propriedades físico-químicas das regiões de contato com o TCR dos cristais 

de pMHC foram calculadas e comparadas com as superfícies dos modelos 

contendo os peptídeos das proteínas superexpressas melhores ranqueados. 

Através desta técnica fomos capazes de identificar alvos correspondentes nos 

modelos e nos cristais, o que nos permite inferir o alvo no tumor e a respectiva 

sequência de CDR3 do linfócito que provavelmente o está reconhecendo. Uma 

explicação completa pode ser encontrada no artigo que está sendo submetido 

para a revista Clinical Cancer Research. A Figura 6 traz detalhes de como utilizar 

a ferramenta. 

 

Os resultados das análises geradas pelo MatchTope com alvos derivados do dengue e 

da hepatite C confirmaram os testes in vitro previamente publicados. A diferença crucial em 

relação às nossas abordagens anteriores é que neste caso desenvolvemos um método de 
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análise que trabalha diretamente com os dados de potencial eletrostático. Isto nos dá ganho 

de tempo em processamento e análise e permite a automatização do processo, incluindo o 

uso concatenado com outras de nossas ferramentas. 

Através destas perspectivas da utilização do MatchTope tem-se uma ferramenta 

pronta e disponível para uso aberto a quaisquer pesquisadores que queiram desenvolver 

trabalhos envolvendo a compreensão de eventos imunogênicos de estimulação de respostas 

citotóxicas relacionadas a alvos derivados de vírus, tumores e proteínas próprias (no caso de 

distúrbios autoimunes).  
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Figura 4: Representação gráfica de um pMHC (as cadeias alfa 1, alfa 2 e alfa 3 estão representadas em 
azul claro, a beta-2 microglobulina em azul escuro e o epítopo está indicado em vermelho) com a 
região onde é desenhado o cone (superfície semi transparente pintado em bege), sendo deste local 
extraídos os valores eletrostáticos, na cor cinza. 
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Figura 5: Dendrograma e mapa de calor, utilizando os mesmos parâmetros para o cálculo da região 
eletrostática utilizado no Capítulo III, porém empregando outros parâmetros para a operação 
estatística. Comparando-se com a Figura 3 do Capítulo III percebe-se uma grande diferença, 
mostrando a importância da utilização de um método estatístico adequado. 
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Figura 6: Uma esquematização da utilização do MatchTope em um estudo especifico. A) Seleção da proteína de 
estudo, podendo ser ela viral, tumoral ou derivada de célula sadia. B) Obtenção do proteoma desta proteína. C) 
Utilizando o proteoma como entrada, emprega-se o uso de preditores de processamento e apresentação de 
antígeno, para identificar possíveis alvos que possam ser apresentados. D) Modelagem destes alvos utilizando 
alguma ferramenta especifica, como por exemplo o DockTope, gerando assim a estrutura do pMHC. E) Utilizando 
os vários pMHCs gerados como entrada, calcula-se a similaridade destes usando o MatchTope, obtendo como 
resultado um dendrograma mostrando quais alvos possuem similaridade a ponto de desencadear uma 
reatividade cruzada. Imagem adaptada de Vieira et al. (submetido). 
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