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RESUMO

Os receptores de células T (TCRs) desempenham um papel fundamental na
resposta imunoldgica, reconhecendo antigenos apresentados por moléculas de
MHC e contribuindo para a defesa imunoldgica adaptativa. Compreender a
diversidade e especificidade antigénica dos TCRs é essencial para avangos na
pesquisa e em terapias baseadas em células T. Embora a maioria dos estudos se
concentre na area de aprendizado de maquina para predicdo da especificidade dos
TCRs, essa abordagem, além de ser de dificil implementagao, pode ser substituida
por abordagens embasadas em analise de sequéncias. Este trabalho propds uma
metodologia baseada em alinhamento global, transformacdo de pontuagcbes de
alinhamento em métricas de distancia e clusterizacdo hierarquica para analisar
sequéncias de TCRs do IEDB, com foco na regido CDR3. Aqui mostramos que o
uso da matriz de substituicdo BLOSUMG62 para alinhamento global e a subsequente
transformacao de seu resultado para uma métrica de distancia resultaram em um
agrupamento eficaz de sequéncias de TCR, evidenciando a capacidade de
separa-las por sua especificidade antigénica a um patdégeno especifico. Embora o
estudo tenha limitagdes quanto ao numero de sequéncias e patdogenos analisados,
os resultados indicam que a metodologia baseada em métricas de distancia pode
ser uma ferramenta promissora para a analise de TCRs. Em futuros estudos, a
ampliacdo do numero de amostras e a inclusdo de uma maior diversidade de
patdgenos poderdo aprofundar a compreensao sobre a organizagdo dos TCRs em
relacdo a sua especificidade antigénica.

Palavras-chave: Receptores de Células T, Especificidade Antigénica; Anadlise de
sequéncias; Métricas de Distancia; Alinhamento Global.



ABSTRACT

T-cell receptors (TCRs) play a crucial role in the immune response by
recognizing antigens presented by MHC molecules and contributing to adaptive
immune defense. Understanding the diversity and antigenic specificity of TCRs is
essential for advancements in research and T-cell-based therapies. While most
studies focus on machine learning for TCR specificity prediction, this approach, in
addition to being difficult to implement, can be replaced by sequence-based methods.
This work proposed a methodology based on global alignment, transformation of
alignment scores into distance metrics, and hierarchical clustering to analyze TCR
sequences from the IEDB, focusing on the CDR3 region. Here we show that the use
of the BLOSUMG62 substitution matrix for global alignment, followed by the
transformation of the results into a distance metric, led to effective clustering of TCR
sequences, highlighting the ability to separate them by their antigenic specificity to a
specific pathogen. Although the study has limitations regarding the number of
sequences and pathogens analyzed, the results indicate that the distance-based
methodology can be a promising tool for TCR analysis. Future studies, expanding the
number of samples and including a greater diversity of pathogens, could deepen the
understanding of TCR organization in relation to its antigenic specificity.

Keywords: T-cell receptors; Antigenic specificity; Sequence analysis; Distance
metrics; Global alignment.
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1 INTRODUGAO

Os receptores de células T (TCRs) sdo essenciais na resposta imunolégica
adaptativa, sendo responsaveis por reconhecer antigenos apresentados por
moléculas de MHC e mediar a eliminacdo de células infectadas ou alteradas. Uma
analise detalhada do repertério de TCRs possibilita insights sobre a diversidade
funcional e a especificidade antigénica desses receptores, aspectos essenciais para
0 avancgo de pesquisas e terapias imunologicas (DAVIS; BJORKMAN, 1988; HUPPA,;
DAVIS, 2003; ROSSJOHN et al., 2015; TOWNSEND; BODMER, 1989).

Atualmente, a maioria dos dados disponiveis sobre repertérios de TCRs é
gerada por meio do método de sequenciamento de TCRs (PAl; SATPATHY, 2021).
Este método foca na amplificagdo por reagao em cadeia da polimerase (PCR) da
regido complementar determinante 3 (CDR3) da cadeia [, considerada de interesse
devido a sua maior diversidade e especificidade em comparagao as demais cadeias
(ROBINS et al.,, 2009; WANG et al.,, 2010). Essa diversidade é ampliada pela
presenca de um segmento génico D, ausente na cadeia a, permitindo combinacgdes
mais variadas. No entanto, a amplificacdo por PCR, embora eficiente, além de
possivelmente trazer vieses no sequenciamento (SHUGAY et al., 2014), restringe as
analises principalmente a regido CDR3 da cadeia B, limitando a exploragao de
outras regides potencialmente relevantes no repertério de receptores (LIU et al.,
2016).

Neste trabalho, propomos uma abordagem para analise de sequéncias
aminoacidicas da regiao CDR3 de TCRs baseada em métricas de distancia (DASH
et al, 2017; MAYER-BLACKWELL; FIORE-GARTLAND; THOMAS, 2022;
MEYSMAN et al., 2023), utilizando a matriz de substituicdo BLOSUMG62 (SONG et
al., 2015) (PEARSON, 2013) para calcular pontuac¢des de alinhamento global entre
as sequéncias. Apos isso, aplicou-se uma transformagdo nesse resultado para
converter os dados em uma métrica de distancia. Diferentemente de metodologias
existentes (MAYER-BLACKWELL; FIORE-GARTLAND; THOMAS, 2022; MEYSMAN
et al., 2023), a implementagéo é realizada integralmente em R, com etapas que vao
desde a filtragem inicial dos dados até a analise de clusterizagdo hierarquica e
visualizagbes graficas, como dendrogramas, grafos e mapas de calor.

Para validar a metodologia proposta, utilizou-se dados do IEDB (Immune

Epitope Database), uma base de dados que cataloga dados experimentais sobre
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TCRs e epitopos de células T estudados em humanos, contendo majoritariamente
informagdes sobre sequéncias CDR3 de cadeia B dos receptores TCR (VAUGHAN;
SETTE, 2013; VITA et al., 2015, 2019). Os dados foram selecionados com foco nos
epitopos de dois patégenos com alta representatividade no banco de dados do
IEDB, além de sua relevancia clinica e imunoldgica: o SARS-CoV-2, com destaque
para a glicoproteina Spike, e o Mycobacterium tuberculosis.

O presente trabalho busca evidenciar a eficacia da abordagem de métricas de
distdncia em identificar agrupamentos biologicos relevantes e demonstrar sua
viabilidade como ferramenta exploratéria no estudo de repertérios de TCRs. A
metodologia introduzida busca oferecer uma perspectiva flexivel, com potencial para

ser expandida em estudos futuros.

1.1 PROBLEMA

O problema central deste trabalho reside na escassez de metodologias que
utilizem abordagens baseadas em distancia para realizar agrupamento de TCRs por
sua especificidade antigénica. (MEYSMAN et al., 2023)

Dessa forma, este estudo propde-se a abordar essa lacuna ao desenvolver
uma metodologia em R que combina o uso de distancias baseadas na matriz
BLOSUMG62 com técnicas de visualizagdo, como mapas de calor e grafos, para

explorar relagbes e agrupamentos entre sequéncias de TCRs.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar uma metodologia baseada em métricas de distancia
para a analise de sequéncias aminoacidicas de CDR3 de TCRs, visando agrupar
elas de acordo com sua especificidade antigénica.

1.2.2 Objetivos especificos

e Utilizar o IEDB como base de dados, para organizar pares de patdgenos e

sequéncias de TCR reconhecedores.
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e Implementar uma metodologia em R para calcular distancias entre
sequéncias de CDR3 a partir de algoritmos de alinhamento de sequéncias.

e Desenvolver visualizagdes, com énfase nos mapas de calor e grafos, para
interpretar as relagdes entre sequéncias.

e Validar a metodologia proposta com os dados provenientes do IEDB.

e Testar a capacidade da metodologia de revelar agrupamentos de TCRs

associados a especificidade antigénica.

1.3 JUSTIFICATIVA

A compreensao do sistema imunolégico enfrenta desafios crescentes devido
a sua complexidade e, aliado aos avangos em bioinformatica e tecnologias de
sequenciamento, exige o desenvolvimento de ferramentas analiticas que explorem
com maior profundidade os repertérios imunolégicos (HUDSON et al., 2023; PAI,
SATPATHY, 2021). Nesse contexto, investigar a diversidade, estrutura e
especificidade antigénica desses receptores € essencial para desvendar novos
mecanismos bioldgicos e identificar potenciais alvos terapéuticos (VUJOVIC et al.,
2020; WANG et al., 2010).

Apesar dos avangos na caracterizagao molecular de TCRs, persistem lacunas
importantes na literatura, especialmente no que diz respeito a utilizacdo de
metodologias baseadas em distancia para analise desses repertérios e agrupamento
dessas sequéncias por sua especificidade antigénica (MEYSMAN et al., 2023).

Portanto, ao explorar dados organizados de fontes como o IEDB (VAUGHAN;
SETTE, 2013; VITA et al., 2015, 2019) e aplicar diferentes algoritmos, este trabalho
busca refinar métodos que combinem métricas de distancias para avaliar
similaridades entre sequéncias de TCRs a partir de sua regido CDR3, trazendo
novas opgoes para exploracdo dos repertorios de TCRs e agrupamento dessas

sequéncias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TCR E METODOS DE SEQUENCIAMENTO

Os TCRs, componentes-chave da imunidade adaptativa, sdo formados por
heterodimeros proteicos, compostos prevalentemente por cadeias a e [3, que contém
dominios variaveis (V) e constantes (C) (ATTAF; HUSEBY; SEWELL, 2015),
conforme apontado na Figura 1a. A habilidade de reconhecer antigenos é
proporcionada pelas trés regides hipervariaveis: CDR1, CDR2 e CDR3, localizadas
no dominio V de cada cadeia (HUPPA; DAVIS, 2003). As regides CDR1 e CDR2 tém
a funcao de estabilizar a interagdo com regidées conservadas do MHC, enquanto a
CDRS ¢ a principal responsavel pelo reconhecimento direto do peptideo antigénico
(ROSSJOHN et al., 2015), sendo formada pela jungdo das regides V(D)J durante o
rearranjo génico, como observa-se na Figura 1b. A CDR3[ sobressai por apresentar
uma diversidade estrutural unica, que € gerada por recombinacao V(D)J, adi¢ao de
nucleotideos nas N-regides e excisdo de bases, tornando-a um marcador critico da
especificidade do TCR (Figura 1b). A diversidade do repertério de TCRs é
fundamental para o reconhecimento de uma vasta gama de antigenos (DASH et al.,
2017). A regido CDR3a resulta da juncao V-J com inser¢gdes de nucleotideos,
enquanto a CDR3p é formada pela juncao V-D-J, incorporando diversidade adicional
via inser¢cdes aleatorias nas N-regides (ATTAF; HUSEBY; SEWELL, 2015). Essa
variabilidade permite que a CDR3[ adote conformagdes tridimensionais especificas,
definindo a complementaridade com antigenos. A CDR3B é considerada uma
"assinatura molecular" para identificar clones especificos, como respostas a
patdbgenos ou a progressao tumoral (VUJOVIC et al., 2020). A analise das
sequéncias de TCR pode revelar informacdes sobre a especificidade do
reconhecimento de diferentes epitopos, além de que a interagdo do TCR com o
complexo peptideo-MHC (pMHC) leva a ativacdo das células T (TOWNSEND;
BODMER, 1989).

O advento das tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (NGS)
revolucionou a pesquisa em imunologia, permitindo analises detalhadas de
repertérios de TCRs (PAIl; SATPATHY, 2021). Essas tecnologias possibilitam a
identificacdo de milhares de sequéncias de TCR em uma unica execucgao,
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proporcionando uma visao abrangente da diversidade clonal presente no repertério
imune (WANG et al., 2010).

FIGURA 1 -ESTRUTURA DO TCR E CDR3

a TCR protein structure b TCR gene structure
PP s " p .
< > < ﬁ
I B | _
iaddition’,
[EBRAd](corzx |  [coRax |
V-encoded J-encoded
(germline) + P/N additions
(hypervariable)
£
© \' D J C
g < > <> I(—)-.(—)v
© - {
o I | I |
=] D/
8
s

V-encoded D;J-encoded
(germline) + P/N additions
(hypervariable)

FONTE: ATTAF, M.; HUSEBY, E.; SEWELL, A.K. (2015), licenciado sob CC BY 4.0.
LEGENDA: (a) Estrutura proteica do TCR, destacando os dominios constante (C) e variavel (V) das
cadeias a e B. As pocdes CDR1, CDR2 e CDR3 estao representadas em cores distintas, enfatizando
sua localizacao no dominio variavel. (b) Organizagao genética das regides CDR: a CDR3a resulta da
recombinagao V-J com adigdes de nucleotideos, enquanto a CDR3p é formada pela jungao V-D-J,
incorporando diversidade adicional via insergdes aleatérias. A hipervariabilidade da CDR3p reflete

sua centralidade no reconhecimento antigénico.

A abordagem mais amplamente utilizada para explorar repertérios de TCR
por meio do NGS é o bulk TCR-seq, que envolve o sequenciamento de uma
populacao mista de células T. Um aspecto critico dessa metodologia é a preparagao
das bibliotecas de sequenciamento, comumente realizada utilizando a técnica de
PCR multiplex (ROBINS et al.,, 2009). Essa abordagem permite a amplificagao
simultdnea de multiplos loci do TCR, e é projetada para capturar a variabilidade dos
rearranjos V(D)J presentes nas sequéncias de CDR3. A PCR multiplex, por sua alta

eficiéncia e baixo custo, vem sendo um padrao em estudos de bulk TCR-seq (PAI,
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SATPATHY, 2021). No entanto, € necessario o design de primers otimizados para
evitar reagdes inespecificas, caso contrario ha enorme potencial de amplificagédo
desigual de regides menos representadas (LIU et al., 2016). Além disso, o bulk nao
preserva informagdes sobre a célula individual, como sua origem funcional (por
exemplo, CD4+ ou CD8+), sua expressao conjunta com outras moléculas relevantes
e, principalmente, ndo possibilita a reconstru¢cao do receptor TCR inteiro, pois os
dados das cadeias a e B ndo sao pareados, dessa forma sdo dados conhecidos
como single chain, limitando inferéncias sobre a funcionalidade e especificidade do
TCR (WANG et al., 2010).

2.2 |EDB (IMMUNE EPITOPE DATABASE)

O Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB)  foi
desenvolvido como parte de uma iniciativa financiada pelo Instituto Nacional de
Alergia e Doencgas Infecciosas (NIAID) dos Estados Unidos (VAUGHAN; SETTE,
2013; VITA et al, 2015, 2019). O IEDB foi concebido como um repositorio
abrangente de dados relacionados a epitopos imunoldgicos, com o objetivo de
impulsionar a pesquisa em imunologia, vacinas e doengas infecciosas (VAUGHAN;
SETTE, 2013). Este recurso centraliza informagdes experimentais e computacionais
sobre epitopos reconhecidos por células B e T, bem como epitopos apresentados
por moléculas do MHC. Sua criagédo responde a necessidade crescente de integrar
dados imunoldgicos gerados por diversos estudos em uma interface acessivel e
unificada (VITA et al., 2015, 2019).

O banco de dados armazena informagdes detalhadas para mais de 2,2
milhdes de epitopos imunoldgicos, organizados para facilitar a exploragdo e a
analise (VITA et al., 2019). Entre os dados disponiveis, destacam-se as sequéncias
de epitopos reconhecidos por células T e apresentados por moléculas MHC, bem
como os epitopos reconhecidos por células B, que incluem descrigdes detalhadas de
epitopos lineares e conformacionais. Além disso, o IEDB contém dados relacionados
a afinidade de ligacado de peptideos as moléculas MHC, especificidade antigénica,
organismos de origem e condi¢des experimentais (VAUGHAN; SETTE, 2013). Esses
dados séo coletados a partir de literatura revisada por pares, submissdes de
usuarios e predi¢des computacionais (VITA et al., 2015). IEDB também oferece uma

série de ferramentas analiticas que vao além de sua funcdo como repositério. Entre
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as funcionalidades mais relevantes, estdo as buscas avancadas, que permitem filtrar
dados por parametros especificos como organismo de origem, tipo de molécula
MHC e método experimental. Além disso, o banco de dados permite a exportagao de
conjuntos de dados personalizados, facilitando a integragdo com pipelines de
bioinformatica.

O impacto cientifico do IEDB ¢é evidente em sua contribuicdo para o avancgo
da imunologia. Durante a pandemia de COVID-19, foi amplamente utilizado para
mapear epitopos na proteina Spike do SARS-CoV-2, acelerando a criagédo de
imunoterapias e vacinas (CHEN et al., 2020; GRIFONI et al., 2020). Além disso, o
IEDB tem sido fundamental em estudos de autoimunidade, ajudando a desvendar os
mecanismos de tolerancia imunolégica e as bases moleculares de doengas
autoimunes (VAUGHAN; SETTE, 2013).

Neste estudo, o IEDB foi utilizado como uma fonte confiavel para a obtengcao
de dados sobre epitopos conhecidos e suas interagdes com receptores de células T
(TCRs). Os dados extraidos foram fundamentais para testar e validar as abordagens
metodoldgicas desenvolvidas, como calculos de distancias e analises de

clusterizacido de sequéncias CDR3.

2.3 ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS E AS MATRIZES BLOSUM

O alinhamento de sequéncias biolégicas € uma técnica central em
bioinformatica, amplamente utilizada para comparar sequéncias de DNA, RNA ou
proteinas com o objetivo de identificar similaridades funcionais, estruturais e
evolutivas (MCGINNIS; MADDEN, 2004; WALLACE; BLACKSHIELDS; HIGGINS,
2005; WATERMAN, 1984). Em particular, o alinhamento de sequéncia
proteina-proteina e a comparacéao precisa dessas sequéncias € essencial para inferir
fungdes bioldgicas, prever estruturas tridimensionais e investigar relagbes
filogenéticas (SIEVERS; HIGGINS, 2018).

Um dos elementos criticos em alinhamentos de proteinas é a utilizagao de
matrizes de pontuacdo ou substituicdo, que quantificam a probabilidade de
substituicdes entre diferentes aminoacidos com base em dados biolégicos reais
(SONG et al., 2015). Essas matrizes incorporam a propensao evolutiva de certos
aminoacidos serem trocados por outros ao longo do tempo, levando em

consideragao propriedades fisico-quimicas e a importancia funcional dos residuos.
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Entre as matrizes mais amplamente utilizadas, destacam-se as séries PAM (Point
Accepted Mutation) e BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) (PEARSON, 2013).

A matriz BLOSUM foi desenvolvida por Henikoff e Henikoff em 1992 como
uma alternativa as matrizes PAM, focando na analise de blocos de sequéncias
conservadas em proteinas (HENIKOFF; HENIKOFF, 1992). A matriz BLOSUMG62,
em particular, tornou-se o padrao de escolha para muitos algoritmos de alinhamento,
como o BLASTP, devido a sua robustez e ampla aplicabilidade. O nome
"BLOSUMG2" refere-se ao uso de clusters de sequéncias com pelo menos 62% de
identidade para calcular as probabilidades de substituicdo de aminoacidos
(PEARSON, 2013).

O desenvolvimento técnico da matriz BLOSUMG62 envolve varias etapas
importantes. Inicialmente, sequéncias de proteinas s&o agrupadas em blocos
baseados em alinhamentos multiplos de regides conservadas. Cada bloco
representa um conjunto de sequéncias relacionadas que compartilham uma fungéo
ou estrutura comum. Em seguida, pares de aminoacidos em cada bloco sao
contados, e as frequéncias observadas de substituicbes sdo comparadas as
frequéncias esperadas em uma distribuicdo aleatéria. O logaritmo da raz&o entre a
frequéncia observada e esperada (log-odds score) € entéo calculado para cada par
de aminoacidos, gerando os valores que compdem a matriz (HENIKOFF;
HENIKOFF, 1992; SONG et al., 2015).

A BLOSUMG2 ¢é particularmente eficaz para alinhamentos em um intervalo
moderado de similaridade, sendo ideal para sequéncias com aproximadamente
20-62% de identidade (PEARSON, 2013). Além disso, a matriz incorpora
implicitamente aspectos evolutivos, como a maior probabilidade de substituicoes
entre aminoacidos com propriedades semelhantes, como tamanho, carga ou
hidrofobicidade (HENIKOFF; HENIKOFF, 1992).

No contexto do BLASTP, a matriz serve como base para pontuar
correspondéncias e substituicdes entre aminoacidos durante o alinhamento,
permitindo a identificacdo de regides conservadas e potenciais dominios funcionais
em proteinas desconhecidas (MCGINNIS; MADDEN, 2004). Essa abordagem é
fundamental para tarefas como anotagdo funcional de proteinas, deteccdo de
homologia e estudos comparativos de genomas (SONG et al., 2015).

A escolha da BLOSUMG62 em ferramentas de bioinformatica se deve ao seu

equilibrio entre sensibilidade e especificidade, uma vez que matrizes com numeros
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mais altos, como a BLOSUMS80, sdo adequadas para alinhamentos de sequéncias
altamente conservadas, enquanto matrizes com numeros mais baixos, como a
BLOSUM45, sao usadas para identificar relagbes mais distantes. A BLOSUM®62, por
sua vez, representa um ponto intermediario, sendo ideal para a maioria das

aplicagdes praticas em biologia molecular (PEARSON, 2013).

2.4 METODOS PARA AGRUPAMENTO DE TCRs

O agrupamento de TCRs com base em sua especificidade antigénica € um
dos desafios centrais na imunologia computacional, pois a ligagdo de um TCR a um
epitopo depende de interagcbes complexas entre CDRs e o0s complexos
peptideo-MHC (HUDSON et al., 2023; LEE et al., 2020). Essa tarefa é fundamental
para entender respostas imunologicas especificas, prever reagdes imunologicas em
infeccdes e terapias baseadas em células T, bem como estudar a diversidade e
especificidade dos repertdérios imunolégicos (PAl; SATPATHY, 2021). Atualmente, os
métodos de agrupamento de TCRs em relacdo a epitopos especificos podem ser
amplamente divididos em duas categorias principais: métodos baseados em
distancia e métodos baseados em caracteristicas (MEYSMAN et al., 2023).

Os métodos baseados em distancia fundamentam-se no calculo de uma
métrica que quantifica a similaridade entre as sequéncias de TCRs. Uma das
ferramentas mais proeminentes nessa abordagem é o TCRdist (DASH et al., 2017;
MAYER-BLACKWELL,; FIORE-GARTLAND,; THOMAS, 2022), que mede a distancia
entre TCRs considerando propriedades estruturais e quimicas das sequéncias. A
forma mais simples de mensurar essa distancia € calcular o numero de aminoacidos
divergentes entre duas sequéncias de CDR3, considerando que um menor numero
de discrepancias sugere maior similaridade funcional (VUJOVIC et al., 2020). Em
modelos mais elaborados, como o TCRdist, aplica-se matrizes de substituicdo
baseadas na BLOSUMG62 para calcular a distancia entre sequéncias, apos isso 0
agrupamento considera um limiar de distancia pré-definido para julgar se dois TCRs
sao suficientemente similares para pertencerem ao mesmo cluster de forma que,
quanto maior a distancia, menor a confiabilidade na previsdo de especificidade
compartilhada (MAYER-BLACKWELL; FIORE-GARTLAND; THOMAS, 2022).

Métodos baseados em distancia tém a vantagem de n&o depender de conhecimento
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prévio sobre os epitopos, sendo, portanto, aplicaveis a TCRs ainda nao
caracterizados (MEYSMAN et al., 2023).

Em contraste, os métodos baseados em caracteristicas utilizam abordagens
de aprendizado supervisionado para identificar padrées comuns em TCRs que ligam
epitopos conhecidos (HUDSON et al., 2023). Esses métodos dependem de dados
de treinamento que contém TCRs anotados para epitopos especificos. O objetivo
principal € construir um modelo preditivo que capte as caracteristicas subjacentes
que distinguem os TCRs de um epitopo em particular (MEYSMAN et al., 2023). As
caracteristicas podem incluir propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos,
posicdes especificas na sequéncia CDR3 ou interacdes estruturais previstas.

Os modelos baseados em caracteristicas utilizam algoritmos avangados de
aprendizado de maquina, como redes neurais, support vector machines (SVMs) ou
florestas aleatorias, para ajustar as predi¢gdes as especificidades do epitopo. Apds o
treinamento, esses modelos sao aplicados para prever a especificidade antigénica
de TCRs nao vistos anteriormente, com base nas caracteristicas aprendidas. Apesar
de serem potencialmente mais poderosos, os métodos baseados em caracteristicas
apresentam limitagées, como a dependéncia de grandes volumes de dados de
treinamento anotados e a dificuldade em interpretar os padrdes aprendidos, o que
pode dificultar a validagao experimental (HUDSON et al., 2023; MEYSMAN et al.,
2023; NIELSEN et al., 2024).

Comparacdes entre os dois tipos de abordagem mostram que métodos
baseados em distancia, como o TCRudist, podem atingir desempenhos comparaveis
aos melhores métodos baseados em caracteristicas em determinados contextos
(MEYSMAN et al., 2023; NIELSEN et al., 2024). Isso ressalta a relevancia dos
métodos baseados em distancia como linha de base para novos algoritmos, além de
destacar sua simplicidade e interpretabilidade como vantagens em aplicagbes

praticas.
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Os dados utilizados, contendo informagao sobre os receptores TCR e seus

pares antigénicos, foram obtidos através do portal online do IEDB (Immune Epitope

Database) (VITA et al., 2019), disponivel em iedb.org. O IEDB foi selecionado como

fonte devido a sua ampla cobertura de epitopos imunogénicos e dados padronizados

derivados de ensaios experimentais. Conforme ilustrado na Figura 2, os dados foram

selecionados de forma a incluir apenas ensaios de células T realizados em

hospedeiros humanos, sem filiros quanto a epitopos (lineares ou nao-lineares),

patégenos ou doengas. Apos a selegéo, os dados foram exportados no formato CSV

(Comma-separated value) para serem carregados e manipulados em R.

N~ |EDB

FIGURA 2 - PORTAL DO IEDB
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O arquivo CSV final exportado € composto por 215399 observacdes e 70 colunas,
contendo informagdes sobre a caracterizagdo experimental do receptor TCR e

informacdes sobre o seu par antigénico.

3.2 CARREGAMENTO E MANIPULACAO DOS DADOS

Os dados exportados do portal online do IEDB, no formato CSV, foram
carregados utilizando a linguagem de programacéao R. Inicialmente, todas as colunas
presentes no arquivo foram avaliadas a fim de determinar quais seriam relevantes
para o escopo do trabalho. Dessa forma, foram selecionadas especificamente as
colunas que continham informacdes sobre o patdégeno, antigeno, epitopo, a
sequéncia aminoacidica do CDR3 e o tipo de cadeia (alfa ou beta) dos respectivos
TCRs, reduzindo o arquivo de 70 para 5 colunas.

Apds o carregamento inicial, os dados foram submetidos a uma etapa de
fitragem para criar dois grupos distintos baseados no patégeno de origem das
amostras. O primeiro grupo foi composto por epitopos relacionados ao SARS-CoV-2,
enquanto o segundo grupo incluiu epitopos associados ao Mycobacterium
tuberculosis. Essa escolha, inicialmente arbitraria, foi fundamentada na
disponibilidade de informagcbes completas para cada patégeno nos dados
selecionados (VAUGHAN; SETTE, 2013), além da relevancia imunoldgica e clinica
desses patogenos: o primeiro devido a pandemia recente e seu impacto global, e o
segundo por ser o agente causador da tuberculose, uma das doencgas infecciosas
mais prevalentes no mundo (COHEN et al., 2019).

Para fins de analise inicial e validagcao da metodologia, foram amostradas e
combinadas 5 sequéncias aminoacidicas de CDR3 para cada grupo, conforme
mostrado no Quadro 1. Essas sequéncias foram selecionadas da seguinte forma:
para a selecdo das sequéncias relacionadas ao SARS-CoV-2, foi realizada uma
filtragem especifica para a glicoproteina Spike. Primeiramente, as sequéncias foram
agrupadas com base no epitopo correspondente e a frequéncia de cada epitopo foi
calculada. O epitopo mais frequente foi entdo considerado como representativo da
glicoproteina Spike e, apos isso, foram amostradas aleatoriamente 5 sequéncias de
CDR3 associadas a este epitopo. Para as sequéncias relativas ao Mycobacterium
tuberculosis, o mesmo processo de agrupamento foi aplicado para identificar a

molécula de origem mais frequente para este patdégeno, com amostragem de 5
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sequéncias CDR3 associadas ao epitopo predominante. Todas regides CDR3
amostradas sao originadas da cadeia beta de seu respectivo TCR, uma vez que a
maioria dos TCRs nesse conjunto de dados possui informagao incompleta para a

cadeia alfa.

QUADRO 1 — SEQUENCIAS CDR3 AMOSTRADAS PARA CADA GRUPO

epitope source molecule source organism chain CDR3aa
sequence type

KLPDDFTGCV | Spike glycoprotein SARS-CoV2 beta ASSSYRDRVYSPLH

KLPDDFTGCV | Spike glycoprotein SARS-CoV2 beta ASSSFGTGGYEQY

KLPDDFTGCV | Spike glycoprotein SARS-CoV2 beta ASRESLLAGGPDTQY

KLPDDFTGCV | Spike glycoprotein SARS-CoV2 beta ASSQGLWGAQETQY

KLPDDFTGCV | Spike glycoprotein SARS-CoV2 beta ASSLGSVTLGALNSALH

VMATRRNVL Uncharacterized Mycobacterium beta ASSIRGQRGYT
protein MT1568 tuberculosis

VMATRRNVL Uncharacterized Mycobacterium beta ASSLSGGIDTQY
protein MT1568 tuberculosis

VMATRRNVL Uncharacterized Mycobacterium beta ASGPLSGEQY
protein MT1568 tuberculosis

VMATRRNVL Uncharacterized Mycobacterium beta ASRTPHVTEAF
protein MT1568 tuberculosis

VMATRRNVL Uncharacterized Mycobacterium beta ASSQVVSTDTQY
protein MT1568 tuberculosis

FONTE: O autor (2024).

A decisao de limitar o numero de grupos e sequéncias nesta etapa inicial do
trabalho foi tomada para facilitar a construcéo e visualizacdo dos resultados obtidos,
bem como para reduzir a complexidade computacional durante o desenvolvimento
da metodologia. No entanto, a perspectiva futura do trabalho é expandir tanto o
numero de grupos de patégenos quanto a quantidade de sequéncias analisadas,
permitindo uma abordagem mais abrangente e representativa do repertério de
TCRs.

3.3 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS E CALCULO DE DISTANCIA

Para avaliar a similaridade entre as sequéncias CDR3 dos receptores, foi
utilizado o alinhamento global com a matriz de substituicdo BLOSUM62 (HENIKOFF;
HENIKOFF, 1992), sendo escolhida por ser adequada para a analise de proteinas
com moderado nivel de divergéncia evolutiva (PEARSON, 2013). O alinhamento
global das sequéncias foi conduzido utilizando a fungao pairwiseAlignment do pacote

Biostrings em uma abordagem "todos contra todos", garantindo que todas as


https://sciwheel.com/work/citation?ids=384233&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=384233&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2022317&pre=&suf=&sa=0

19

sequéncias fossem comparadas entre si. As pontuag¢des de similaridade resultantes
foram calculadas em R. Para cada par de sequéncias s; e s;, a pontuagdo de
alinhamento foi extraida diretamente do alinhamento, resultando em uma matriz de
similaridade S, onde cada elemento S(i, j) representa a pontuagcédo de alinhamento
entre as sequéncias i e j. A diagonal principal da matriz foi preenchida com as
pontuagdes de alinhamento das sequéncias com elas mesmas, correspondendo ao
alinhamento perfeito.

Para converter a matriz de similaridade S em uma matriz de distancia D,
aplicou-se a seguinte transformagcdo em cada um dos elementos da matriz S:
D(i, j) = max(S(, j)) — S(i, j), onde max(S(, j)) € o maior valor na coluna j da
matriz S e D(i, j) € o elemento equivalente a S(i, j) apds a transformacado. Essa
abordagem normaliza as distdncias em relagdo a similaridade maxima de cada
coluna, assegurando que os valores de D sejam nao negativos. Para garantir que a
matriz D seja simétrica, a regido abaixo da diagonal foi preenchida durante a
computagdo para otimizagdo do processo e a regido acima da diagonal foi
espelhada para completar a matriz posteriormente.

A transformacao das pontuagdes de alinhamento em distancias € uma pratica
ja descrita na literatura em analises baseadas em distadncia, onde esse método
calcula matrizes de distancia entre sequéncias e as utiliza para identificar padroes e
agrupamentos baseados em semelhangas funcionais e estruturais entre os TCRs
(DASH et al., 2017; MAYER-BLACKWELL; FIORE-GARTLAND; THOMAS, 2022).
De maneira semelhante, a transformacao aplicada e o uso da matriz D no presente
trabalho busca extrair relagdes entre as sequéncias CDR3 dos TCRs, além de
permitir que o método subsequente de clusterizacdo hierarquica utilize a matriz D
como entrada, pois ele baseia-se em métricas de dissimilaridade para agrupar os

objetos.

3.4 CLUSTERIZACAO HIERARQUICA E VISUALIZACAO GRAFICA

A clusterizacdo hierarquica foi realizada com o objetivo de agrupar as
sequéncias CDR3. Essa abordagem é amplamente utilizada em dados biolégicos
devido a sua capacidade de lidar com dados de dissimilaridade, permitindo uma
analise sem a necessidade de especificar previamente o numero de clusters
(MURTAGH; CONTRERAS, 2012). No presente trabalho, utilizou-se a matriz de
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distdncia D previamente gerada como entrada para a fungdo hclust do R, que
implementa o algoritmo de clusterizagao hierarquica aglomerativa. Executou-se o
algoritmo utilizando os parametros padrao, atribuindo cada sequéncia ao seu proprio
cluster e, de forma iterativa, combinando os dois clusters mais proximos em cada
etapa até formar um unico cluster contendo todas as sequéncias, por meio do
método de aglomeragcado complete linkage.

O resultado da clusterizacdo foi um objeto dendrogramatico, referente as
sequéncias representadas na matriz de distédncia. A representagdo grafica do
dendrograma foi possivel através do uso da fungao plot do R, que gera visualizagdes
tradicionais, nas quais os ramos representam os agrupamentos formados em cada
estagio do algoritmo.

Além da visualizagdo convencional, o dendrograma resultante foi convertido
em um grafo utilizando o pacote TreeAndLeaf (CARDOSO et al., 2022), uma
ferramenta que oferece uma representacdo alternativa da estrutura hierarquica.
Nesta etapa, os nés do grafo foram customizados com atributos visuais, como cores
associadas aos patdgenos de origem, ampliando a capacidade de interpretar os
agrupamentos. Apds isso, o grafo gerado foi visualizado com o pacote RedeR
(CASTRO et al., 2012).

Por fim, para explorar em conjunto a matriz de distancia e os resultados da
clusterizagdo hierarquica, foi gerado um mapa de calor utilizando o pacote
pheatmap. Este grafico combina os dendrogramas das linhas e colunas com a matriz
de distancia, utilizando uma escala de cores que varia do branco ao vermelho para
representar os valores de distancia. A integragdo do mapa de calor com os
dendrogramas destacou os agrupamentos hierarquicos e facilitou a identificacao de

padrdes e associacdes relevantes entre as sequéncias.
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4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

4.1 ALINHAMENTO E TRANSFORMAGCAO EM VALORES DE DISTANCIA

Os resultados do alinhamento global entre as sequéncias aminoacidicas das
regides CDR3 foram representados graficamente nas Figuras 3 e 4, correspondendo
a matriz de similaridade e a matriz de distancias, respectivamente. A Figura 3
apresenta a matriz de similaridade, construida a partir do alinhamento global de
todas as sequéncias, utilizando a matriz BLOSUM62 como base para o calculo das
pontuagdes. Na Figura 3, os valores positivos indicam substituicbes conservativas,
refletindo similaridades entre aminoacidos que sdo mais frequentemente trocados
em estruturas evolutivamente relacionadas, enquanto valores negativos representam
substituicbes nao conservativas, sinalizando maior incompatibilidade entre os
aminoacidos alinhados (SONG et al., 2015). Essas pontuagbes derivam das
probabilidades de ocorréncia de substituicdes especificas em alinhamentos globais
de proteinas (HENIKOFF; HENIKOFF, 1992).

FIGURA 3 — MATRIZ DE SIMILARIDADE DAS SEQUENCIAS

ASSSYRDRVYSPLH 73 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ASSSFGTGGYEQY 5 69 0 0 0 0 0 0 0 0
ASRESLLAGGPDTQY -16 3 76 0 0 0 0 0 0 0
ASSQGLWGAQETQY -1 11 21 75 0 0 0 0 0 0
ASSLGSVTLGALNSALH -4 -14 -14 -5 79 0 0 0 0 0
ASSIRGQRGYT -6 4 -24 -15 -26 55 0 0 0 0
ASSLSGGIDTQY -15 10 22 17 -13 -4 59 0 0 0
ASGPLSGEQY -17 1 -13 -11 -21 -8 2 52 0 0
ASRTPHVTEAF -18 -1 -16 -22 -25 -7 -7 -1 57 0
ASSQVVSTDTQY -12 3 8 16 -22 -10 27 1 -5 57
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FONTE: O autor (2024).

LEGENDA: Resultado do alinhamento global, representado como uma matriz de similaridade entre as
sequéncias aminoacidicas da regido CDR3 de cada receptor TCR.
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A Figura 4, por sua vez, ilustra a matriz de distancias, derivada da
transformacdo da matriz de similaridade, produzindo um conjunto de dados que
permitem a representagcdo quantitativa das distancias entre sequéncias. Valores
baixos na matriz de distancias correspondem a sequéncias mais similares, enquanto
valores elevados refletem maior divergéncia entre elas. Essa transformacgao foi
crucial para viabilizar a aplicacdo de analises subsequentes baseadas em distancia,

como clusterizagao hierarquica e analise de agrupamentos.

FIGURA 4 — MATRIZ DE DISTANCIAS DAS SEQUENCIAS

ASSSYRDRVYSPLH 0 68 89 74 7 79 88 90 91 85

ASSSFGTGGYEQY 68 0 66 58 83 65 59 68 80 66

ASRESLLAGGPDTQY 89 66 0 55 90 100 54 89 92 68

ASSQGLWGAQETQY 74 58 55 0 80 90 58 86 97 59

ASSLGSVTLGALNSALH 77 83 90 80 0 105 92 100 104 101

ASSIRGQRGYT 79 65 100 90 105 0 59 63 62 65

ASSLSGGIDTQY 88 59 54 58 92 59 0 57 66 32

ASGPLSGEQY 90 68 89 86 100 63 57 0 53 51

ASRTPHVTEAF 91 80 92 97 104 62 66 53 0 62
ASSQVVSTDTQY 85 66 68 59 101 65 32 51 62 0
D A A D A A A < A

Q\/ Q/O ,&Q ,&Q v}/ C’)A ,&Q Q/O Q/V" ,\O

& & P & ¥ & Q L S <Q
OQ:A & F O %@C’ & &8
& %QG \)/v C?\)?\ o = Py 2@ & e
%) & 7o) o 2) ¥ ;@ ¥ =]
%G“) ‘?'% Q—Q/ %5_) \/0 e
X VE‘O v v.%rg

FONTE: O autor (2024).

LEGENDA: Resultado da transformacéo da matriz de similaridade em uma matriz de distancias,
seguindo o calculo descrito na metodologia.

Houve a tendéncia de observar as menores distancias entre sequéncias
pertencentes ao mesmo grupo, podendo sugerir tendéncias de conservagao em
regides especificas do CDR3 (SONG et al., 2015). Dessa forma, os resultados
apresentados estdo em concordancia com o esperado para abordagens baseadas
em distancia de sequéncias, como previamente descrito na literatura (DASH et al.,
2017; MAYER-BLACKWELL; FIORE-GARTLAND; THOMAS, 2022).
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4.2 CLUSTERIZACAO HIERARQUICA

O resultado da clusterizacdo hierarquica das sequéncias aminoacidicas da
regidao CDRS3, conduzida conforme descrito na metodologia e realizado a partir da
matriz de distancias entre as sequéncias, esta representado no dendrograma da
Figura 5. O dendrograma revela dois agrupamentos principais, que correspondem
aos grupos de sequéncias associadas a diferentes patdégenos. Especificamente,
observa-se que o agrupamento a direita do dendrograma compreende as
sequéncias relacionadas ao reconhecimento do patdégeno SARS-CoV-2, enquanto o
agrupamento a esquerda concentra as sequéncias associadas ao Mycobacterium

tuberculosis.

FIGURA 5 — DENDROGRAMA RESULTANTE DA CLUSTERIZAGAO HIERARQUICA

—
_

ASSLSGGIDTQY
ASSQWVSTDTQY
ASSIRGQRGYT
ASGPLSGEQY
ASRTPHVTEAF
ASSSFGTGGYEQY
ASRESLLAGGPDTQY
ASSQGLWGAQETQY
ASSSYRDRVYSPLH
ASSLGSVTLGALNSALH

FONTE: O autor (2024).

LEGENDA: Dendrograma resultante da clusterizagéo hierarquica das sequéncias CDR3 feita pelo
algoritmo hclust, é possivel visualizar dois clusters bem definidos, sendo que cada cluster é referente
a um dos grupos definidos inicialmente: A direita observa-se o cluster das sequéncias as quais
reconhecem o patégeno SARS-CoV-2 e a esquerda as sequéncias que reconhecem o patégeno
Mycobacterium tuberculosis.

Os agrupamentos observados atenderam a expectativa inicial, que era a

formacgao de clusters distintos entre os grupos associados a diferentes patdégenos,
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alinhando-se ao esperado para abordagens baseadas em distancia. Embora ainda
sejam necessarias analises complementares, € possivel identificar tendéncias
relevantes. Por exemplo, a separagdao clara entre sequéncias associadas a
diferentes patdgenos sugere que as distancias calculadas entre as sequéncias
CDR3 foram capazes de capturar diferengcas e similaridades que podem estar
relacionadas ao reconhecimento de antigenos distintos, conforme observado
anteriormente na literatura (MAYER-BLACKWELL; FIORE-GARTLAND; THOMAS,
2022). Essa tendéncia, embora preliminar, destaca o potencial de expandir a

metodologia em estudos futuros para mais sequéncias e mais grupos distintos.

4.3 VISUALIZACAO GRAFICA: GRAFO E MAPA DE CALOR

Os resultados da visualizagdo grafica das sequéncias CDR3 foram
representados através de duas abordagens distintas: um grafo e um mapa de calor,
com o objetivo de explorar visualmente o dendrograma gerado anteriormente e os
padrées de agrupamento das sequéncias, baseado nas distancias calculadas entre
elas.

A primeira visualizagédo foi construida a partir do dendrograma da Figura 5,
onde cada n6é do grafo representa uma sequéncia, e as arestas conectam
sequéncias com base na similaridade ou dissimilaridade de suas regides CDR3. A
Figura 6 ilustra o grafo gerado, onde é possivel observar melhor os agrupamentos
das sequéncias, com clusters de sequéncias que estao fortemente conectados entre
si, indicando maior similaridade.

O grafo gerado confirma a tendéncia observada anteriormente no
dendrograma, onde as sequéncias reconhecedoras do SARS-CoV-2 e do
Mycobacterium tuberculosis tendem a se agrupar em regides distintas, com
sequéncias mais semelhantes. Esse agrupamento visual ajuda a validar a analise
hierarquica anterior, fornecendo uma confirmagao visual de que as distancias entre

as sequéncias refletem corretamente as diferengas entre os grupos.
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FIGURA 6 - GRAFO DAS SEQUENCIAS CDR3

ASRESLLAGGPDTQY
ASRTPHVTEAF ASSSFGT‘QY

EQY ASSQGLWGAQETQY

ASSIRGRRGYT

ASSSYRDRVYSPLH

CDR3 Sequence analysis

ASSE@VVSTDTQY LGALNSALH

ASSLSGGIDTQY

SARS-CoV2

Mycobacterium tuberculosis

FONTE: O autor (2024).
LEGENDA: Grafo gerado a partir das distancias de similaridade entre as sequéncias CDR3. Os
clusters de sequéncias sao evidentes pela proximidade entre os nds, e as diferentes cores dos nés

correspondem a diferentes patégenos.

A segunda visualizagdo foi realizada utilizando um mapa de calor, como
mostrado na Figura 7, onde as distancias entre as sequéncias CDR3 sao
representadas por cores, variando do vermelho (indicado para baixa distancia) ao
branco (representando maior distédncia). A organizagdo das sequéncias no mapa de
calor foi feita de acordo com os resultados da clusterizagao hierarquica, de modo
que as sequéncias com maior similaridade estdo dispostas proximamente e sao
refletidas por cores mais proximas do vermelho. A Figura 6 mostra dois grandes
blocos de sequéncias, com um bloco concentrado em torno das sequéncias
reconhecedoras do SARS-CoV-2 e o outro em torno das sequéncias associadas ao
Mycobacterium tuberculosis.

Essa visualizacao facilita a identificacdo dos agrupamentos, de forma que os
clusters formados por sequéncias mais similares sao facilmente discerniveis pelas
cores mais quentes, enquanto as sequéncias mais distantes s&o indicadas pelas

cores frias. Os resultados do mapa de calor reforcam as tendéncias observadas no
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dendrograma e no grafo, proporcionando uma visualizagdo adicional de que a
metodologia baseada em distdncia foi capaz de agrupar sequéncias CDR3,

separadas pelo seu reconhecimento a patégenos diferentes.

FIGURA 7 - MAPA DE CALOR COM DENDROGRAMA DAS SEQUENCIAS CDR3

ST

ASSLSGGIDTQY(Tuberculosis) 100

ASSQVVSTDTQY (Tuberculosis)

ASSIRGQRGYT(Tuberculosis) 80
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ASRTPHVTEAF(Tuberculosis)

1
ASSSFGTGGYEQY(COVID19) 40
ASRESLLAGGPDTQY(COVID19)
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ASSLGSVTLGALNSALH(COVID19)

FONTE: O autor (2024).
LEGENDA: Mapa de calor representando as distancias de similaridade entre as sequéncias CDR3.
As sequéncias do mesmo grupo antigénico formam blocos de alta similaridade, evidenciando a

correspondéncia entre a visualizagao do mapa de calor e o dendrograma.

No entanto, apesar de as sequéncias agruparem de acordo com O0s
patdgenos, é possivel observar uma baixa distancia entre algumas sequéncias de
Tuberculose e COVID, o que sugere um certo grau de sobreposig¢ao entre esses dois
grupos. Tal fenbmeno é totalmente plausivel e esperado, pois a regido CDRS3,
embora desempenhe um papel crucial no reconhecimento antigénico, pode nao ser
suficiente, por si sO, para garantir uma separagao absoluta entre os grupos de

patdbgenos, conforme descrito  anteriormente (DASH et al., 2017;
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MAYER-BLACKWELL; FIORE-GARTLAND; THOMAS, 2022; MEYSMAN et al.,
2023; NIELSEN et al., 2024; VUJOVIC et al.,, 2020). A variagdo natural das
sequéncias CDR3 e as possiveis interagdes complexas entre os TCRs e seus
antigenos podem contribuir para essa sobreposicdo. Apesar dessa limitagdo, o
resultado permanece satisfatorio, uma vez que a separagédo geral entre os grupos
ainda é claramente observada, o que valida a abordagem baseada em distancia e
demonstra que a metodologia adotada é eficaz para identificar as principais

diferengas entre os grupos antigénicos.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho apresentou uma abordagem metodologica para a analise de
TCRs baseada em dados provenientes do IEDB, empregando estratégias de
alinhamento global, transformacédo de similaridades em métricas de distancia e
clusterizagao hierarquica. Os resultados obtidos ndao apenas confirmam a eficacia de
tais métodos em destacar padrées bioldgicos relevantes, mas também reforcam a
aplicabilidade de analises baseadas em distancia para a compreensao das relagdes
entre sequéncias de TCRs.

A utilizacdo do alinhamento global com a matriz de substituicao BLOSUMG62
mostrou-se uma escolha adequada, permitindo calcular similaridades entre
sequéncias de forma consistente. A transformacao das pontuagdes de similaridade
em distancias para viabilizar a aplicacdo de métodos de clusterizagao hierarquica
também funcionou de maneira eficaz, demonstrando uma separacéo clara entre
grupos de receptores associados a diferentes patégenos. O agrupamento
hierarquico evidenciou tendéncias de similaridade entre os receptores, com
sequéncias relacionadas ao mesmo patogeno formando clusters bem definidos. Este
resultado reforca a hipétese de que as regides CDR3 possivelmente possuem
assinaturas caracteristicas que refletem especificidade antigénica, como ja descrito
na literatura (HUDSON et al., 2023; LEE et al., 2020).

Contudo, é fundamental reconhecer as suas limitagbes na metodologia
empregada pois, ao focar-se no alinhamento global das regibes CDR3 e na

subsequente clusterizagdo hierarquica, ndo se considerou a normalizagdo dos
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CDRS3s pelo seu comprimento. Essa falha pode ter introduzido vieses na analise,
uma vez que sequéncias mais longas tendem a acumular maiores pontuagdes de
similaridade, independentemente da sua real relagdo funcional. Para mitigar essa
limitagdo, recomenda-se incorporar uma etapa de normalizagdo que ajuste as
pontuacdes de alinhamento em fungdo do comprimento das sequéncias.

Ademais, a utilizacdo de representagdes graficas, como dendrogramas e
grafos, complementada por mapas de calor, contribuiu significativamente para a
interpretacdo dos resultados. O uso do pacote TreeAndLeaf para conversdo de
dendrogramas em grafos, aliado a integragdo com o pacote RedeR, mostrou-se
particularmente promissor, permitindo uma analise mais intuitiva e interativa dos
agrupamentos hierarquicos.

E importante destacar as limitacdes inerentes ao escopo deste estudo.
Primeiramente, o numero reduzido de sequéncias e patégenos analisados, embora
justificado pela necessidade de reduzir a complexidade computacional, limita a
generalizagdao dos achados. Além disso, a analise poderia ser enriquecida pela
avaliacao de outras caracteristicas dos TCRs, como propriedades fisico-quimicas
dos aminoacidos, posicoes especificas na sequéncia CDR3, ou interagdes
estruturais previstas. A inclusdo dessas caracteristicas adicionais permitiria uma
descricdo mais completa e precisa do repertério de TCRs, potencialmente
melhorando a capacidade de prever a especificidade antigénica. Em estudos futuros,
a ampliagdo do numero de amostras e a inclusdo de uma maior diversidade de
patdgenos poderdo fornecer uma visdo mais abrangente sobre a organizagdo dos
agrupamentos de TCRs a partir de sua especificidade antigénica.

Algoritmos como o TRUST 4 (SONG et al., 2021), desenvolvido para a
reconstrucdo de sequéncias de TCR a partir de dados de RNA-seq convencionais
que nado foram preparados especificamente para analises de repertorios
imunoldgicos, utilizam abordagens de mapeamento e montagem de alta precisao
para identificar sequéncias de TCR diretamente de dados de transcriptoma. Essa
capacidade torna o TRUST4 uma solugcdo para analises de dados de RNA-seq,
expandindo significativamente as possibilidades de estudo de repertorios TCR.

Apesar dessas limitagdes, os resultados obtidos neste estudo fornecem uma
base solida para o desenvolvimento de metodologias mais avangadas para a analise

de TCRs. Ao reconhecer e abordar as fragilidades do presente trabalho, podemos
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direcionar esforcos futuros para aprimorar a nossa compreensdo da complexa

relacdo entre TCRs e antigenos nos mais diversos contextos.

5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudos futuros podem expandir a analise realizada no presente trabalho, que
utilizou exclusivamente a regidao CDR3 da cadeia B3, para integrar informacdes tanto
da cadeia a quanto da [3. A literatura aponta que a combinacdo das duas cadeias
melhora significativamente o desempenho na predi¢ao de epitopos, dado que ambas
participam do reconhecimento antigénico no contexto do heterodimero completo
(MEYSMAN et al.,, 2023; NIELSEN et al., 2024). Para isso, recomenda-se a
utilizacdo de dados de sequenciamento de TCRs em nivel de célula unica, o que
permitiria uma analise detalhada dessas interagdes (WANG et al., 2010).

Além disso, métodos futuros podem explorar a inclusdo de informacdes
adicionais das regides CDR1 e CDR2, que, embora menos variaveis que a CDR3,
desempenham um papel crucial no reconhecimento do epitopo e no contato com o
complexo TCR-MHC (DAVIS; BJORKMAN, 1988; HUPPA; DAVIS, 2003;
TOWNSEND; BODMER, 1989). Essa abordagem seria particularmente util para
capturar a contribuicdo combinada das regides CDR1, CDR2 e CDRS3, além de
facilitar comparagdes entre o uso direto das sequéncias de aminoacidos.

Dessa forma, a combinacido de dados pareados das cadeias a e B com
informagdes detalhadas das regides CDR1, CDR2 e CDR3 pode oferecer uma visao
mais abrangente das interagdes TCR-epitopo, permitindo avaliar a eficacia de
diferentes abordagens e contribuir para o desenvolvimento de métodos mais

robustos e precisos.
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