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RESUMO

A imunologia é a ciéncia que estuda os mecanismos utilizados pelo nosso organismo
no combate a patégenos tais como os virus Zika e Chikungunya. A bioinformatica é
uma ciéncia recente que permite o estudo de diversos processos imunoldgicos através
de softwares de computador. A utilizacdo de ferramentas oriundas da bioinformatica
possibilita o estudo e predicdo de estruturas proteicas de diversos patdgenos. Esses
estudos geralmente estdo relacionados com pesquisas de sequéncias proteicas em
banco de dados, para formulacdo de estruturas tridimensionais de proteinas e
predicdo de epitopos virais que possam gerar uma resposta efetiva do sistema
imunologico. Os resultados dessa pesquisa auxiliam no processo de formulacdo e
fabricacdo de moléculas para utilizacdo em terapias alternativas, como a imunoterapia
e desenvolvimento de vacinas, que pudesse ser mais eficiente e especifico antes do
inicio de testes em bancada, otimizando assim tempo e recursos. A metodologia
utilizada foi aquisicéo dos epitopos através do banco de dados IEDB, em seguida foi
feito reconhecimento das proteinas encontradas pelo site UniProt, foi feita também a
andlise conformacional das proteinas encontradas e validadas juntamente com o
processo de validacao in silico dos epitopos encontrados pelo proprio IEDB, a partir
desses achados foi possivel fazer o rank dos epitopos mais promissores. Foi possivel
utilizar estratégia de filtragem de dados para proporcionar informacdes béasicas e
relevantes para processos como modelagem de proteinas 3D e sugestédo de alelos
que podem ser utilizados em experimentos in vitro. A pesquisa in silico € um método
de pesquisa muito recente e promissor, e se faz necessario o estudo nessa area para
auxiliar os métodos in vitro e in vivo da predicdo de epitopos relevantes para

fabricacdo de vacinas e imunoterapicos.
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1. INTRODUCAO

Com o advento das inovacdes da nova era gendmica a bioinformética passou
atuar fortemente em pesquisas biolégicas e médicas e a produzir nimero significativo
de publicacdes anuais. Isso se deu ao fato de reunir e trabalhar a interdisciplinaridade
entre biologia, ciéncia da computacédo, estatistica e matematica objetivando analisar
dados de sequéncias bioldgicas e contetado de genomas para predi¢do de funcdes e
estruturas de macromoléculas (RAPLEY, et al., 2015).

Os dados gerados pela Biologia Molecular permitiram o rapido crescimento da
bioinformatica, com projetos de sequenciamento de genomas e outras tentativas
experimentais para determinar a estrutura e a funcdo das moléculas biologicas. O
crescimento dos dados gerou, em contrapartida, a necessidade de se interpretar as
informacdes obtidas (KOZLOVA, et al., 2016).

A bioinformética se aprimorou além da projecédo e preenchimento de banco de
dados. Procedimentos como pesquisa em bancos de dados genémicos, comparacao
e analise de sequéncias fazem parte dos processos de bioinformatica atuais. Para
aprimorar as informacfes e pesquisas VAarios algoritmos computacionais s&o
utilizados, principalmente na busca por sequéncias de aminoacidos (aa) de
determinadas proteinas que tenham algo em comum com peptideos imunogénicos no
que diz respeito a suas regibes de inducdo de resposta imune celular in vitro
(RAPLEY, et al., 2015).

De forma prética, esses algoritmos identificam regiGes protéicas que
contenham epitopos, além de identificarem também alelos HLA (Human Leukocyte
Antigen) que sdo mais significativos em determinada populacbes geogréficas ou
subgrupos em areas determinadas (MASSY, et al. 2018).Sendo assim, a biologia
computacional proporciona um meio de estudar e definir a especificidade da
sequéncia de um epitopo, sendo a maior complexidade, o reconhecimento de padrdes
gue nao séo codificados pela sequéncia primaria (linear) de uma proteina, mas sim
pela sua estrutura terciaria, ou seja, tridimensional. Os proprios padrbes de
aminoacidos nos programas computacionais requerem métodos de reconhecimento
de padrdes, para assim possibilitar a avaliagéo direta das sequéncias proteicas, o que

possibilita determinar quais peptideos podem atuar como epitopos (BREVE, 2010).



Os epitopos caracterizam-se como sequéncias formadas por residuos de
aminoacidos relevantes encontrados no antigeno, que atuam nas interacdes antigeno-
anticorpo (epitopo-paratopo) (BREVE, 2010). Os anticorpos reconhecem essas
sequéncias com especificidade inconstante (KUNIK e OFRAN, 2013). Ao se formar
interacdo antigeno - anticorpo, ocorrem mudancas estruturais em ambos. Para o
antigeno, essas mudancas podem ocasionar em sua neutralizacdo, aumentando as
chances de captura e reconhecimento pelo sistema imune (MOYLE e TOTH, 2013).
O que de certa forma, permite inferir que os epitopos estdo no centro da resposta
imune humoral (AVILA, 2013).

Dentro da bioinformética, a &area da imunoinformética oferece diversas
abordagens para a caracterizacao in silico dos epitopos, proporcionando o avango no
processo de desenho de peptideos e moléculas que simulam o epitopo de forma mais
pratica, direcionada e com menos custos, sendo seu maior desafio a combinacéo
desses métodos computacionais de analise com definicao e propriedades importantes
para precisao de tais modelos (VITA et al., 2010).

A Bioinformatica possibilita o estudo e predicdo das estruturas proteicas por
meio da utilizacdo de métodos computacionais para formulacdo de estruturas
tridimensionais de proteinas fazem parte do grupo de pesquisas atualmente. A
descricdo de estruturas 3D de uma proteina baseada em sua sequéncia de
aminodacidos ainda é um problema cientifico fundamental além de um dos desafios da
quimica e da bioinformatica (SCHWEDE e PEITSCH, 2008).

Incluido no grupo de microrganismos nocivos a espécie humana, os virus do
género Flavivirus dentre eles o Zika virus (ZIKAV), e do género Alphavirus como o
Chikungunya (CHIKV) (COLLINS e METZ, 2017),possuem grande relevancia para
saude publica principalmente pela sua distribuicdo em areas subdesenvolvidas, ou em
processo de desenvolvimento como o Brasil, e também pelo seu alto indice de
propagacéo em regides tropicais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, WHO 2017). A
transmissao dos arbovirus se da principalmente por meio de vetores artropodes e

induzem uma infec¢éo celular, levando a um quadro citopatologico (JUNIOR, 2015).

Sendo assim, 0 objetivo do presente projeto foi pesquisar possiveis epitopos
dos virus Zika e Chikungunya in silico para possibilitar a fabricacdo de imunoterapicos

de relevancia clinica, além de analisar epitopos a partir das sequéncias de possiveis



antigenos do virus Zika e Chikungunya, modelar estruturas terciarias dos antigenos
dos dois virus, utilizando modelagem ab initio ou proteinas ja moldadas no PDB e
validar as estruturas terciarias modeladas dos antigenos dos virus Zika e
Chikungunya.

1.2. Justificativa

As arboviroses constituem um grave problema dentro do contexto
epidemiologico brasileiro, principalmente pelo ambiente propicio a proliferacdo de
vetores, facilitado pelo clima tropical e a falta de profilaxia eficiente pela m& gestéo da
saude publica. Sendo assim, uma tratativa mais direta precisa ser adotada, evitando
surtos e epidemias, para isso o ideal seria a desenvolvimento de imunoterapicos,
como vacinas, anticorpos monoclonais, farmacos mais eficientes e com custo

beneficio mais atraentes.

Apesar do Zika virus ter uma sintomatologia em sua fase aguda menos
agressiva que o Chikungunya, 0 mesmo apresenta a problematica do acometimento
no Sistema Nervoso Central (SNC) como a transmissao vertical que acarreta no
desenvolvimento de microcefalia severa em criancgas oriundas de maes contaminadas
com o virus no periodo gestacional, além de em sua fase crbnica estar associado a

sindrome de Guillain Barré.

Considerando a relevancia da bioinformatica e dos bancos de dados no
trabalho de pesquisas e como instrumento na elaboracdo de mecanismos funcionais
que servem como base de dados para producdo de imunoterapicos, 0 presente
trabalho se utiliza desses mesmos bancos de dados voltados para a pesquisa
especifica de epitopos fundamentais dos virus Zika e Chikungunya, necessarios para
a compreensdo do mecanismo de acdo dos virus e da velocidade de resposta do
sistema imune mais eficazmente. A utilizacdo da bioinformatica agiliza a obtencéo de
conhecimentos cientificos basicos, o que é imprescindivel para o avango de novo

arsenal bioldgico no combate e na profilaxia das arboviroses.

Observa-se, portanto, um crescimento na area de bioinforméatica, proteémica,
e no avango tecnologico em sequenciamento gendmico. Esse fato ampliou a
possibilidade de se utilizar banco de dados, e analisar os mesmos, para a pesquisa e
o reconhecimento de areas combinantes entre antigenos e anticorpos, combinacao

de padrdes de aminoacidos e desenvolvimento de modelos 3D de proteinas, o que



faz com que esse trabalho seja bem direcionado e rico em informacdes. Vale ressaltar
gue o Brasil vem ganhando destaque internacional em relacdo ao desenvolvimento
de pesquisas voltadas para &rea de doencas como as arboviroses. Por isso a presente
pesquisa visa também agregar conhecimento no ambito cientifico brasileiro,

enriqguecendo a literatura existente em torno do assunto.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1.Caracterizacdo dos virus Zika e Chikungunya

O virus da Chikungunya (CHIKV) pertence a familia Togaviridae género
Alphavirus foi descrito pela primeira vez em 1953 na Tanzania, durante um surto que
foi erroneamente confundido com o virus da dengue. Desde entdo a disseminacéo do
virus se espalhou pela Africa, Asia, Europa e em 2013 ocorreu a notificacdo da
transmissdo autoctone nas Américas (WHO, 2014). O CHIKV induz uma sindrome
febril de inicio subito, juntamente com dor articular intensa, cefaleia, mialgia e erupcao
cutanea (DAS et al., 2010).

O virus Zika (ZIKV) é um flavivirus causador de quadro febril agudo, e nos
altimos anos se disseminou para varios paises. O primeiro isolamento do virus foi
realizado em uma fémea do macaco Rhesus na Floresta Zika, em Uganda em 1947
(NUNES et al., 2015). A infec¢éo pelo virus € de forma geral branda e raramente evolui
para Obito. A sintomatologia consiste em febre, artralgia, conjuntivite ndo purulenta e
erupcdo com prurido. Cefaleia, mialgia e astenia podem estar associadas. A maior
preocupacao em relacao ao ZIKV se déa pela transmissao vertical, principalmente em
funcdo das alteracBes neurolégicas, como a microcefalia em recém-nascidos
(OEHLER et al., 2014).

2.2.Transmissao e Estrutura viral

Atualmente a transmissao do virus Zika (ZIKV)aos seres humanos pode ocorrer
de duas maneiras gerais: a transmisséao vetorial e ndo-vetorial. A transmissao vetorial
caracteriza-se pela picada de vetores artropodes principalmente do género Aedes, ja
a transmissao nao-vetorial se da pelo contato direto entre individuos infectados como

por exemplo: transfus@o sanguinea, contato materno-fetal e contato sexual (SONG, et



al., 2017). A transmissdo do virus Chikungunya (CHIKV) é oriunda da picada de
mosquitos hematdfagos infectados e até o0 momento nenhuma transmissdo nao-
vetorial foi descrita (REINHOLD et al., 2018).

Em relacdo a estruturas virais, o ZIKV possui particulas virais envelopadas,
esféricas que medem entre 40 a 60 nm de diametro. (BRITO & DONATO, 2017). Além
disso o material genético do ZIKV é formado por um genoma de acido ribonucleico
(RNA) de cadeia simples com polaridade positiva, em arranjo icosaédrico, seu
capsideo estd envolto por um envelope lipidico derivado da membrana da célula
hospedeira. (RELICH & LOEFELHOLZ, 2017). O genoma do ZIKV possui entorno de
10,8 kb de comprimento, com as regides 5’ e 3’ ndo codantes e consiste em uma unica
Open Reading Frame (ORFs) que codifica uma grande poliproteina de 3423
aminoacidos formando uma proteina mde que sera clivada em 10 proteinas
individuais, que por consequéncia formardo 03 proteinas estruturais e 07 proteinas
nao- estruturais, sendo que, as proteinas estruturais formam a particula infecciosa, as
proteinas ndo estruturais sdo necessarias para a replicagcdo do genoma viral.(SONG
et al.,2017).

Os flavivirus iniciam seu ciclo replicativo com a fixacdo dos virions a membrana
citoplasmatica de uma célula saudavel, por um processo geralmente mediado pelas
interacOes entre glicoproteinas da superficie viral e receptores da célula hospedeira
(SANLES et al., 2017). Para que o processo de ades&o e entrada do virion em uma
célula- alvo ocorra € necessario a presenca de receptores de entrada e fatores de
adesdo, que agirdo de maneira distintas. Os fatores de adesédo retém as particulas
virais na superficie celular até que ocorra a interacdo com os receptores de entrada.
Os receptores de entrada proporcionam interacdes que resultam na internalizacdo do
virus pela célula (REY, STIASNY & HEINZ, 2017).

Como os mosquitos vetores possuem a capacidade de inocular o ZIKV no
hospedeiro durante o repasto sanguineo, as células mais propicias a se tornarem
alvos iniciais sdo as da regiao da derme e epiderme. Estudos observados por Hamel
et al. (2015) demonstraram que a entrada do ZIKV e sua replicacdo em células como
fibroblastos, células dendriticas imaturas e queratindcitos principalmente se da pela
ativacédo de fatores de adeséo e de entrada, como a lectina tipo C transmembrana,
conhecida como DC-SIGN, e moléculas das familias TIM e TAM. A DC-SIGN é



geralmente expressa em algumas subpopulacdes de macrofagos e células dendriticas
imaturas, sua capacidade destaque € de promover a infeccdo de flavivirus por
interacdo com glicanos N-ligados da proteina de envelope viral (TASSANEETRITHEP
et al., 2003; DAVIS et al., 2006).

Os receptores TIM e TAM fazem parte de familias diferentes de receptores
transmembrana e possuem a capacidade de se ligarem a residuos de fosfatidilserina
presentes na membrana do virion. A sua relevancia no processo de instalacéo do virus
no organismo hospedeiro esté relacionado com o fato de que a exposicéo de residuos
de fosfatidilserina por células apoptoticas torna-se um sinal fisiolégico de inducéo da
fagocitose, sendo assim, os flavivirus utilizam o mecanismo de mimetismo apoptético
para invadir as células-alvo e manipulam as funcdes das moléculas TIM e TAM, que
sdo essenciais no reconhecimento de corpos apoptéticos (PEREIRA-LECOIN et al.,
2013).

Os alfavirus, como o CHIKV, possuem um genoma constituido de uma
molécula de RNA fita simples com polaridade positiva e aproximadamente 12 kb de
comprimento (YAP et al., 2017), além disso, o genoma viral do CHIKV possui duas
ORFs, a regiao 5’ é capped (“ encapada”) e codifica quatro proteinas nao estruturais
muito importantes no processo de replicagao viral e a regidao 3’ que é poliadenilada,
responsavel por codificar cinco proteinas estruturais essenciais para 0 processo de
entrada do virus na célula alvo, juntamente com a montagem dos nucleocapsideos e
brotamento de virus a partir da membrana da célula hospedeira.(SHARMA et. al.
2018). O CHIKV possui um nucleo central com as proteinas do capsideo organizadas
em formato icosaédrico, o nucleocapsideo é envelopado por uma membrana lipidica
derivada da célula hospedeira (LONG et al., 2015).

O ciclo de replicagéo viral do CHIKV ocorre inicialmente no citoplasma das
células hospedeiras, tanto do mosquito quanto dos hospedeiros vertebrados
(SOLIGNAT et al., 2009). Os virus entram na célula alvo por endocitose mediada por
clatrinas, os virions séo incluidos em endossomos que promovem ambiente com pH
propicio para mudancas conformacionais nas proteinas estruturais do envelope viral,
0 que leva a dissociagdo das mesmas e facilita a fusdo da membrana viral com a
membrana plasmatica do endossomo da célula infectada (VAN DUIJL-RICHTER et
al., 2015; VOSS et al., 2010).



No final desse processo ocorre a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma
da célula. As proteinas estruturais séo relevantes para a formacéo de virions maduros
que ocorre na membrana da célula hospedeira, vale ressaltar também que a
montagem de novos virions ocorre através da ligacdo entre o nucleocapsideo e 0 RNA
viral e o recrutamento das glicoproteinas do envelope, porém é na membrana da
célula que ocorre o brotamento das particulas virais montadas, ja no formato
icosaédrico (SCHWARTZ; ALBERT, 2010; SOLIGNAT et al., 2009).

2.3.Imunologia e a Infecc¢éo viral

A imunidade contra infeccdes virais depende do processo colaborativo das
respostas do sistema imune inato e adaptativo, que tem como objetivo final bloquear
a infeccao, eliminar as células infectadas e produz memoria imunologica de longo
prazo. De forma geral, a resposta imune inata aos virus inclui as defesas basicas como
as barreiras iniciais como a pele e mucosas juntamente com substancias quimicas
produzidas pelas células do epitélio e a barreira microbiologia proporcionada pela
microbiota natural, e além dessas, existem as barreiras secundarias da imunidade
inata como as células e proteinas solUveis que atuam no controle de proliferacao
microbiana (ABBAS,LICHTMAN & PILLAI, 2015).

O processo de resposta se inicia quando as células da imunidade inata, como
macrofagos, células dendriticas (DCs) teciduais e neutréfilos chegam ao local da
inflamacdo, as mesmas sdo acionadas por padres moleculares associadas a
patbgenos ou a danos celular (PAMPs e DAMPS), por receptores ligados de
reconhecimento de padrdes moleculares (PRRs). O processo de reconhecimento de
PAMPs virais pelos PRRs culmina na ativacdo de vias de sinalizacdo bioguimicas,
como as das proteinas cinases, que ativam fatores de transcricdo que levam a
transcricdo dos genes de interferon e de citocinas pro-inflamatérias (ABBAS,
LICHTMAN & PILLAI, 2015).

Os interferons do tipo | (IFN-I) s&o as citocinas principais envolvidas no
processo da resposta imune inata durante o curso de uma infeccéo viral, apesar de
diversas outras citocinas e quimiocinas também serem produzidas (SILVA, 2017). Os
IFN-I atuam nas células induzindo a inibicdo da replicacéo viral, sendo que os IFN-I
produzidos nas células infectadas interagem com os receptores IFNAR1 IFNAR2 em



células vizinhas nao infectadas desencadeando ativacdo de cinases capazes de
interagir com o0 nucleo da célula e estimular a transcricdo de genes antivirais
(MURPHY, 2014).

J& a resposta imune adaptativa a infec¢ao viral consiste na acdo da resposta
imune celular, mediada por linfécitos T junto com a resposta imune humoral, mediada
por linfocitos B. Quando confrontada por diferentes estimulos, as células T auxiliares
(TCD4+) se dividem em diversos subtipos de linfocitos T auxiliares (Th), como
Th1,Th2,Th9,Th17,Th22 e Treg (Th reguladoras) e ThF (Th foliculares), os quais
produzem padrdes diferentes de citocinas, que por consequéncia levam a diferentes
mecanismos de resposta. Os linfécitos TCD8+, quando ativados, sdo chamados de
células T citotoxicas e possuem a capacidade e eliminar alvo infectados utilizando
mecanismos de citotoxicidade (RAPHAEL et al., 2015; ABBAS, LICHTMAN&PILLAI,
2015).

A resposta imune humoral tem como célula principal os linfécitos B, que séo
células capazes de produzir anticorpos quando ativados, apds o reconhecimento da
infeccdo viral e assim evitam a disseminagdo do virus ao neutralizarem o virus os
marcando para fagocitose, juntamente com a ativacdo do sistema complemento e
marcacao das células infectadas. As células T auxiliares fornecem sinais necessarios
mediados por moléculas de superficie e ajudam as células B a produzirem anticorpos
de alta afinidade, fazerem troca de isotipos de anticorpos e se tornarem células de
memoéria (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).

2.4.Imunopatogénese da infeccdo por ZIKV e CHIKV

A maioria dos flavivirus capazes de infectar humanos acabaram desenvolvendo
mecanismos para inibir as respostas do IFN do tipo | utilizando antagonismo da
sinalizacao feita por cinases, e assim impedindo que a cascata de respostas oriundas
dessa sinalizacéo culmine na deficiéncia de interferons e citocinas pro- inflamatérias
(SILVA, 2017).

Bowen et al. (2017) realizou estudos em células dendriticas humanas que
demonstraram a infecg&o pelo ZIKV né&o induz forte ativagcdo delas, o que ocasionou

também na baixa producdo de citocinas pro inflamatoérias e de IFN do tipo | o que



resultou na ndo producéo de proteinas antivirais. Os autores puderam concluir apos
estudos mais aprofundados que o ZIKV subverte a imunogénicidade das células
dendriticas durante a infecgdo através da evaséo das respostas do IFN tipo I, por
antagonizar a cascata de fosforilacdo das STAT1 STATZ2, porem a via de sinalizacao
RLRs de outras proteinas inibitérias permanece normal e ativo, o que poderia explicar

porque a doenca e de certa forma mais amena em humanos.

O ZIKV ativa tanto a resposta adaptativa celular mediada pelos linfécitos
TCD4+ e TCD8+(PIERSON & GRAHAM, 2016), sendo que diversos estudos
demonstraram que individuos imunocompetentes respondem normalmente contra o
virus. Ja na resposta imune humoral os anticorpos conseguem se ligar a epitopos

localizados nas proteinas estruturais do envelope dos ZIKV (SILVA, 2017).

Em relacdo ao CHIKYV diversos estudos foram realizados tanto em in vivo como
in vitro, sendo assim foi possivel observar que o tropismo celular inicial do CHIKV é
por células aderentes assim como células primarias endoteliais e epiteliais,
fibroblastos, macréfagos. Apés a picada por mosquito vetor infectado, o virus replica-
se na pele do hospedeiro e através do sangue, consegue chegar no figado e
articulacdes (SCHWARTZ; ALBERT, 2010) passa pelo periodo de incubac¢do de 2 a
10 dias (WEAVER et al., 2018). O estagio agudo da infeccdo e marcado por aumento
dos componentes da resposta imune celular, o que por consequéncia leva a ativacéo
das células inatas NK, além disso, macrofagos infectados sédo induzidos a se
diferenciarem em células parecidas com osteoclastos que acabam aumentando a
producgéo de mediadores da artrite como IL-6 e TNF-a (TANABE et al., 2018).

Respostas imunes inatas e adaptativas estdo conectadas pela participacéo das
células dendriticas na infeccdo por CHIKV na apresentacéo de antigenos. (TANABE
et al, 2018) sendo que a resposta adaptativa aparece ap0s uma semana depois que
a infecgéo é resolvida, ocorrendo até mesmo producéo de anticorpos anti -CHIKV que
tem como alvo as proteinas do envelope viral e levam a remocao do virus. A resposta
imune celular mediada por linfocitos T também se apresenta eficaz no processo de
eliminacdo do virus. O problema maior estad no quadro cronificado da doenca cujo
estudos levantam a hip6tese de que os macréfagos acabam tornando-se reservatorios
do CHIKV além de conseguirem regular o perfil das Th1/Th2 nos tecidos danificados,

0 gque leva a respostas pro- inflamatorias prolongadas (JUNIOR, 2019).



2.5. Definicao de Epitopos e moléculas de HLA

O elemento central da resposta humoral, chamados de epitopos, conhecidos
também por determinantes antigénicos, sdo sequéncias, reconhecidas pelos
anticorpos com especificidade variavel. formadas pelos residuos de aminoacidos
importantes que fazem parte das interacdes antigeno-anticorpo dos antigenos. Essa
interacdo provoca mudancas estruturais tanto no antigeno quanto no anticorpo. Com
as mudancas, pode ocorrer neutraliza¢do do antigeno, o que consequentemente pode
facilitar que seja processado pelo sistema imune. Compreender rapida e eficazmente
as propriedades dos epitopos pode levar a deteccao, ao isolamento e a caracterizacao
das moléculas associadas a diversas enfermidades, quer sejam bacterianas,
parasitarias ou virais. Além disso, pode também facilitar o desenvolvimento de
anticorpos monoclonais, mimotopos, proteinas quimeras e tantos outros produtos
(AVILA, 2013).

Os epitopos podem ser diferenciados de acordo com o tipo celular que os
reconhece e processa a proteina de interesse (alvo) como as células dendriticas,
macrofagos e linfocitos T e B por meio de apresentacao via MHC classe II. Além disso,
0s epitopos podem ser distinguidos entre lineares ou conformacionais, sendo 0s
lineares organizados de forma linearmente a uma proteina, ou seja, em sua estrutura
primaria e os conformacionais remetem-se as estruturas secundarias, terciarias e
quaternarias das proteinas (PEREIRA, 2018)

Para o célere planejamento de ferramentas de diagndésticos e a producao de
vacinas, a medicina necessita debrucar-se minuciosamente sobre o reconhecimento
e as propriedades dos epitopos (BREVE, 2010). A polivaléncia ou multivaléncia é a
presenca de multiplos epitopos idénticos em um antigeno, para que ocorra uma
resposta imune eficiente, além dos anticorpos precisarem se ligar ao antigeno, é
necessario que haja o desenvolvimento da ativacdo de diversos mecanismos
regulados por células para que o processamento e a apresentacao de epitopos sejam
diferentes, o que torna possivel classificar os epitopos que sdo reconhecido por
linfécitos T e B (KOZLOVA et al, 2016).

Os epitopos dos linfocitos T sédo apresentados pelas APC’s (células
apresentadoras de antigenos) ligados as moléculas de MHC (Major Histocompatibility
Complex- Complexo principal de Histocompatibilidade).O locus do MHC contém 2



conjuntos de genes que sdo extremamente polimorficos, que sédo os genes do MHC
classe | e MHC de classe I, que por sua vez codificam as moléculas MHC de classe
| e classe Il responsaveis por apresentares os peptideos antigénicos aos linfocitos T.
As proteinas MHC humanas sdo chamadas também de HLA (Human Leukocyte
Antigen- Antigeno Leucocitario Humano) e possuem diversas denominacdes, os HLA
de classe | sdo denominados HLA-A, HLA-B, HLA-C, ja os de classe Il sdo HLA-DP,
HLA-DM, HLA-DQ, HLA-DR. O MHC de classe | esté presente nas células nucleadas
e respondem ao linfécito TCD8+ citotdxico o qual induz apoptose nas células
infectadas, j& o0 MHC de classe Il esta presente nas APCs e respondem ao linfocito
TCDA4+ auxiliar- Helper que participam ativando as células B (ABBAS, LICHTMAN &
PILLAI, 2015).

O MHC de classe | consegue acomodar epitopos contendo de 8 a 11
aminoacidos enquanto as moléculas de MHC classe Il acomodam epitopos que
contém de 13 a 17 aminoéacidos (KOZLOVA et al., 2016). A regido especifica do
anticorpo que se liga a um epitopo e chamada de paratopo, que pode ser formado por
sequencias variaveis de aminoacidos que se encontram firmes na estrutura do
anticorpo, sendo essa particularidade o que permite ao sistema imune reconhecer
uma quantidade extensa de antigenos de diversas origens que possam causar 0
desequilibrio da homeostase do hospedeiro (BALASUBRAMANIAN et al., 2013).

Os anticorpos reconhecem sequencias especificas organizadas em
conformacgdes pontuais tanto como epitopos lineares e conformacionais, o que acaba
tornando possivel, em teoria, identificar os epitopos de um antigeno quando reveladas
todas as suas caracteristicas criticas, independe do mesmo ser linear ou
conformacional. Os epitopos dependem da sua conformacé&o estrutural, por tanto ao
identificar um epitopo é extremamente relevante observar os aminoacidos que se
ligam ao anticorpo, porem aqueles que nao se ligam sao importantes para fornecer a
conformacao adequada a molécula como um todo, de forma a torna-la apta a se ligar
ao anticorpo, ou seja, em um epitopo existe aminoacidos que sdo considerados mais
importantes chamados de aminoacidos criticos ou de contato que caso sejam
substituidos, alterariam toda a estrutura do epitopo a ponto de torna-lo inapto para
ligar-se ao anticorpo. Por esse motivo 0 passo de identificacdo dos amino&cidos
criticos no epitopo € importante na predicdo de peptideos e proteinas voltadas para a
producéo de anticorpos (TRIER et al., 2012; KOZLOVA, 2016).



2.6.Contribuicdo da Bioinformatica e de banco de dados no

desenvolvimento de imunoterapicos

No século XXI a bioinformética se tornou presente em diversos estudos
cientificos. Para o armazenamento online dessa grande quantidade de informacdes
geradas nas areas de genoma, transcriptoma e proteoma, foi necessario a criacao de
bancos de dados. Alguns bancos de dados como o GenBank, Swissprot, PDB (Protein
DataBank) e IEDB (Immune Epitope Database and Analysis Resource), sao
alimentados por informacdes da comunidade cientifica. E a cada ano esses bancos

de dados aumenta cada vez mais o seu repositério de informacdes (BREVE, 2010).

Através desses bancos de dados é possivel a avaliacdo de proteinas e
possiveis epitopos de diversos patdgenos. O sequenciamento de DNA e a modelagem
das proteinas, presentes nesses repositérios, otimizou diversos processos dentro de
uma pesquisa. A producgdo de vacinas, 0 uso de enzimas de restricdo, a analise de
peptideos antimicrobianos, a construcdo de vetores de expressado e diversos outros
ensaios, podem ser avaliados in silico (ensaios computacionais) antes de serem
avaliados in vitro diminuindo a chance de erro ou resultados ndo esperados.
(KOZLOVA, et al., 2016).

A vacina é um produto farmacéutico com o melhor custo beneficio, isso ocorre
devido a prevencdo de doencas e consequentemente reducdo da necessidade de
tratamento. Ela reduz a mortalidade de uma populag&o diminuindo entéo a circulagéo
do patdégeno. Entretanto, o desenvolvimento de uma vacina que induz a imunidade
contra algum patégeno, pode demandar muito recurso e muito tempo. A evolucéo
tecnolégica computacional tornou possivel a otimizacdo desse processo, através da
bioinformatica. Algumas ferramentas da bioinformatica, possibilitou estudos focados
na selecdo dos antigenos, na estrutura dos antigenos, nos adjuvantes e carreadores
de antigenos. Com uma melhor selecao, a possibilidade de a vacina gerar resultados
positivos é maior (MARIA et al., 2017).

Além de serem utilizados para produgédo de vacinas, 0os antigenos sao Uteis
para selecdo de anticorpos especificos que podem ser utilizados como
imunoterapicos. Atualmente, alguns estudos vém sendo realizados como esforgos
para minimizar os impactos que a infeccao pelo virus Zika pode causar nas gestacoes

(GRUBER, 2017). A proposta € utilizar anticorpos monoclonais direcionados para



epitopos especificos do virus Zika como forma de prevenir a transmissédo do virus
materno-fetal (SAPPARAPU et al., 2016). Contudo, para obtencéo de tais anticorpos,

faz-se necessério a selecéo de epitopos virais mais imunogénicos.
3. METODOLOGIA

O fluxograma abaixo (figura 1), descreve as etapas que foram seguidas para
realizacdo do experimento. Essa metodologia foi baseada e adaptada de alguns
experimentos prévios como de Kozlova et al. (2016) e Breve (2010), pois ambos

apresentaram objetivos semelhantes aos propostos neste projeto.

Figura 1: Fluxograma esquematico da metodologia utilizada.
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3.1. Obtencéo das sequéncias do epitopos

As sequéncias dos epitopos foram retiradas do banco de dados do IEDB
(Immune Epitope Database and Analyse Resource). O IEDB presente no domino

https://www.iedb.org/, € um banco de dados fundado pelo NIAID (National Institute of

Allergy and Infectious Diseases), que possui como objetivo armazenar resultados de
estudos com anticorpos e epitopos de células T testados em humanos, primatas nao

humanos e outras espécies de animais. Além de armazenar as sequéncias de


https://www.iedb.org/

epitopos e informacdes sobre essas sequéncias, o IEDB possui ferramentas para

analise e predicdo desses epitopos.

A aquisicdo das sequéncias de epitopos do Zika e do Chikungunya, seguiram
alguns critérios para melhor qualidade dos dados extraidos. O IEDB fornece as
seguintes opcdes para triagem dos epitopos: Tipo de epitopo, o tipo de ensaio
vinculado aquele epitopo, o antigeno, o tipo de MHC relacionado ao epitopo, a doenca
e 0 hospedeiro. A pesquisa foi bem ampla, todos as categorias gerais como tipo
epitopo, ensaio, MCH e doenca foram direcionadas para buscar em todo o banco de
dados resultado. Ja a categoria de hospedeiro foi direcionada para o hospedeiro
humano. Os antigenos selecionados para a pesquisa estdo descritos na tabela 1. Os
achados proeminentes dessa pesquisa ao banco de dados do IEDB foram

catalogados utilizando o Microsoft office Excel 365.

Tabela 1:Catalogo de dados filtrados fornecidos pelo IEDB.

Nome no banco de dados

da espécie
Zika 64320 Zika virus
Zika 2316109 Zika virus
ZIKV/Human/Cambodia/FSS13
025/2010
Zika 2043570 Zika virus ZIKV/H.
sapiens/FrenchPolynesia/1008
7PF/2013
Chikungunya 37124 Chikungunya virus
Chikungunya 10002197 Chikungunya virus MY/08/065
Chikungunya 10001934 Chikungunya virus
Singapore/11/2008
Chikungunya 371094 Chikungunya virus strain S27-
African prototype
Chikungunya 10001997 Chikungunya virus strain

LR2006_OPY1 IMT/Reunion
Island/2006



3.2.BLAST das sequéncias de epitopos com o banco de dados do UniProt.

As sequéncias de epitopos que foram catalogadas do IEDB passaram por um
Blast utilizando o banco de dados do UniProt. O Blast € um tipo de ferramenta que
compara sequéncias alvos com um banco de dados, para achar um link entre a
sequéncia alvo e qualquer sequéncia existente no banco de dados. O UniProt

7

registrado no dominio https://www.uniprot.org, € um banco de dados gratuito que

armazena informacgdes e sequéncias de proteinas.

Esse passo foi importante para averiguar se os epitopos retirados do IEDB
realmente pertencem a uma proteina dos patdgenos pesquisados, e de qual proteina
esses epitopos sao originados. Apés o Blast dos epitopos com o banco de dados do
UniProt, as proteinas resultantes do Blast foram separadas e catalogadas em
Microsoft Office Excel 365.

3.3.Modelagem das sequéncias proteicas obtidas do BLAST.

As proteinas catalogadas foram posteriormente avaliadas utilizando um
programa denominado Swiss-Model registrado no dominio

https://swissmodel.expasy.org . Essa ferramenta de bioinformatica € um servidor

dedicado a fazer a modelagem de proteinas. Esse passo foi incluso para averiguar se
as proteinas extraidas do UniProt possuiam uma modelagem 3D vélida para critério
de inclusédo e exclusdo da funcionalidade da proteina.

3.4.Predicao dos Epitopos do IEDB

Apés todas as etapas de validacdo, a ferramenta de predicdo de epitopos do
IEDB foi utilizada para avaliar a qualidade dos epitopos. O software MHC Binding
Prediction possui um conjunto de ferramentas que preveem o IC50 dos peptideos
(epitopos) que se ligardo as moléculas especificas de MHC. Entretanto a ligacdo com
a molécula de MHC néo significa que as células T serdo ativadas e gerardo uma
resposta contra o antigeno do epitopo. A ligagdo com o MHC significa um bom passo
para iniciar pesquisas mais a fundo sobre o epitopo e a reacdo imune que ele pode
gerar ao entrar em contato com as celulas T do sistema imune. Dentro MHC Binding
Prediction existem duas ferramentas a ferramenta destinada a interagcdes moleculares
com o MHC de classe | (MHCI) e a destinada a intera¢cdes moleculares com o MHC
de classe Il (MHCII).


https://www.uniprot.org/

A ferramenta destinada a MHCI avaliou a interacdo entre a sequéncias de
aminoéacidos do epitopo e o MHCI. Como o MHCI é produzido pelos diferentes alelos
presentes no sistema antigeno leucocitario humano (HLA), o software utilizou os
diferentes alelos para realizar as andlises entre a ligacdo do MHCI que sera produzido
e 0 epitopo. Para tal feito, o software foi programado fazer analise apenas com 0s
alelos de HLA’'s mais comumente descritas na literatura e presentes na populagao,

dando um total de 27 tipos de alelos que podem ser observados na tabela 2.
Tabela 2: Quadro disponivel pelo software relacionado HLA e tamanho dos epitopos.
TIPO DEHLA  HLA SELECIONADOS TAMANHO DO EPITOPO

HLA-A*01:01
HLA-A*02:01
HLA-A*02:03
HLA-A*02:06
HLA-A*03:01
HLA-A*11:01
HLA-A*23:01
HLA-A*24:02
HLA-A*26:01
HLA-A*30:01
HLA-A*30:02
HLA-A*31:01
HLA-A*32:01
HLA-A*33:01
HLA-A*68:01
HLA-A*68:02
HLA-B*07:02
HLA-B*08:01
HLA-B*15:01
HLA-B*35:01
HLA-B*40:01
HLA-B*44:02
HLA-B*44:03
HLA-B*51:01
HLA-B*53:01
HLA-B*57:01
HLA-B*58:01

Peptideos com 9 a 10 aminoacidos

Peptideos com 9 a 10 aminoacidos

A ferramenta destinada a MHCII possui alguns métodos diferentes para a
predicdo de epitopos. Além do método utilizado pela ferramenta MHCI ela utilizou
consenso que combina NN-align, SMM-align e métodos de biblioteca combinatéria. O
NN-align é um servidor que gera redes neurais artificiais que possibilitam a analise
mais apurada entre receptor e ligante. O SMM-align é uma matriz de alinhamento
estabilizada, que faz a avaliagdo entre o peptideo e o MHC. Essa matriz utiliza dados



referenciais de MHC de classe Il abrangendo 14 alelos HLA-DR (MHC Humano) e trés
alelos H2-IA de ratos. Ja a biblioteca combinatoria, se baseiam em um banco de dados
contendo diversos peptideos, que sdo utilizados como base para estudar novos
peptideos e suas combinacdes tridimensional, conforme tabela 3.

Tabela 3: Quadro disponivel pelo software relacionado HLA e tamanho dos epitopos

TIPO DE HLA SELECIONADOS TAMANHO DO EPITOPO
HLA

HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01

HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01 . N
HLA-DPA1*01/DPB1*04:01 Peptideos com 15 a 20 aminoacidos

HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02

HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01

HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01

HLA-DQA1*05:01/DQB1*02:01

HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 . S
HLA_D8A1*03:01,D851*03:02 Peptideos com 15 a 20 aminoacidos
HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02

HLA-DQA1*01:01/DQB1*05:01

HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02

HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*03:01
HLA-DRB1*04:01
HLA-DRB1*04:05
HLA-DRB1*07:01
HLA-DRB1*08:02
HLA-DRB1*09:01
HLA-DRB1*11:01
HLA-DRB1*12:01
HLA-DRB1*13:02
HLA-DRB1*15:01
HLA-DRB3*01:01
HLA-DRB3*02:02
HLA-DRB4*01:01
HLA-DRB5*01:01

Peptideos com 15 a 20 aminoacidos

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo de epitopos do banco de dados do IEDB resultou em 7 epitopos de
Chikungunya para MHCI, 0 epitopos de Chikungunya para MHCII, 26 epitopos de Zika
para MHCI e 66 epitopos de Zika para MHC Il. Todas essas sequéncias foram
comparadas com as sequéncias de proteinas do UniProt. ApGs o Blast com o banco
de dados do UniProt, trés proteinas virais foram encontradas duas para Zika e uma
para Chikungunya.



A proteina referente ao Chikungunya € a AOA076VB03_9VIRU (CHIV1). Essa
proteina € uma proteina recombinante sintética de uma cepa do Chikungunya
denominada LS3. Ela € uma poliproteina estrutural derivada da poliproteina Q8JUX5
(POLS_CHIKS), que possui como fungéo producdo do capsideo viral, glicoproteina
E2, proteina 6k, glicoproteina E1 e montagem da proteina E3. Todas essas proteinas

sao importantes para a montagem da estrutura viral.

A primeira proteina do Zika é a Q32ZE1 (ZIKV1) e a segunda é a AOA1D6XWI9
(ZIKV2). As proteinas ZIKV1 e a ZIKV2 sao poliproteinas gendmicas que possuem
como funcdo a montagem de toda a estrutura viral. As estruturas produzidas por essa
poliproteina séo o capsideo C, peptideo PR, proteina prM, proteina de envelope M,
proteina de envelope E, proteina ndo estrutural 1, proteina ndo estrutural 2A, proteina
nao estrutural 2B, proteina ndo estrutural 4B, protease de serina NS3, peptideo 2k e
RNA polimerase NS5.

Essas proteinas foram modeladas utilizando o software Swiss-Model. A
modelagem 3D de proteinas vem crescendo nos ultimos anos para avaliar a forma e
funcdo das proteinas. A modelagem de uma proteina se baseia nas interacdes
quimicas entre os aminoacidos. Entretanto um molde de uma proteina é algo
realmente dificil devido as inUmeras interacdes quimicas e os moldes fisicos que
essas proteinas podem adotar. O Swiss-Model, modelou as trés proteinas estudadas,
gue podem ser visualizadas nas imagens 1, 2 e 3. Os moldes 3D possuiam 100% de

identidade com as sequencias das poliproteinas virais.



Imagem 1: Molde 3D da proteina CHIV1.

Sigla:
CHIV1

Nome registrado no UniProt:
AOA076VB03 (AOAO76VB03_9VIRU)

Site:
https:// www_uniprot.org/uniprot/AOA076VB03

FONTE: Autores, 2019

Imagem 2: Molde 3D da proteina ZIKV1.

Sigla:
ZIKV1

Nome registrado no UniProt:
Q32ZE1 (POLG_ZIKV)

Site: htips://www.uniprot.org/uniprot/Q327ZE1

Fonte: Autores, 2019




Imagem 3: Molde 3D da proteina ZIKV2.

Sigla:
ZIKV2

Nome registrado no UniProt:
AOA1DBEXWI9
(AOATDBXWI9_ZIKV)

Site:
https://www.uniprot.org/uniprot/AOA1D6XWI9

Fonte: Autores, 2019

Os epitopos das trés poliproteinas, que foram extraidos do IEDB, foram
estudados pelos softwares MHCI e MHCII fornecido pelo proprio site do IEDB. Os 10
epitopos mais bem pontuados em cada estudo, foram selecionados para 0s
resultados. Foram feitos os seguintes estudos, para MHCI foi feito estudos separados
para epitopos com 9 aminoacidos (aa) e 10aa, para MHCII estudo conjunto para
epitopos com 15aa a 20aa. Os MHCI estao dentro do tamanho esperado conforme a
literatura (8-11 aa), ja o MHCII estd com tamanho um pouco maior que seria entre 13
-17 aa, porem como discorrido antes na fundamentacéo tedrica deste trabalho, a parte
relevante do tamanho dos epitopos estd na sua regido critica, e que os aminoacidos
excedentes podem ser relevantes para a sua estrutura conformacional em uma visao

geral.

Kozlova et al. (2016) descreve em seu trabalho que para determinar um epitopo
através de predicdo e analise de dados computacionais torna possivel tracar um
desenho de uma molécula capaz de substituir um antigeno no processo de producao
de anticorpos, e que tais molécula podem ser sintetizadas ou clonadas por um vetor
de expresséo, inclusive em seu trabalho ele descreve os autores Sivalingam &
Shepherd (2012) que sugerem o tamanho ideal para esse peptideos que apresentam

imunogénicidade seja de 10 a 15 aa.

Nas tabelas 4, 5 e 6 é possivel ver o ranking dos epitopos e os alelos aos quais
eles foram expostos, o epitopo que foi estudado e 0 método de analise que o software

usou para chegar ao resultado.



Tabela 4: Ranking dos epitopos e alelos -CHIKV-MHCI.

Tamanho ann_IC50 smm_IC
Ranking Alelo (aa) Epitopo Método de Analise (nM) 50(nM)
1 HLA-A*02:03 9 VMSVGAHTV Consensus (ann/smm) 15,33 16,9
2 HLA-A*02:03 9 ALIPLAALI Consensus (ann/smm) 18,12 27,16
3 Consensus
(ann/comblib_sidney2008/s
HLA-A*02:01 9 ALIPLAALI mm) 33,11 58,9
4 Consensus
(ann/comblib_sidney2008/s
HLA-A*02:01 9 VMSVGAHTV mm) 47,12 66,09
5 HLA-A*02:06 9 ALIPLAALI Consensus (ann/smm) 30,59 79,35
6 HLA-A*02:06 9 VMSVGAHTV Consensus (ann/smm) 145,98 70,56
7 Consensus
(ann/comblib_sidney2008/s
HLA-A*02:01 9 VLCNCLRLL mm) 278,63 162,6
8 Consensus
(ann/comblib_sidney2008/s
HLA-B*35:01 9 QALIPLAAL mm) 2681,94 802,75
9 Consensus
(ann/comblib_sidney2008/s
HLA-A*32:01 9 ALIPLAALI mm) 3581,12 502,27
10 HLA-A*30:02 9 VMSVGAHTV Consensus (ann/smm) 1047,11 971,54
1 HLA-A*02:03 10 TLAFLAVMSV Consensus (ann/smm) 11,63 17,03
2 HLA-A*02:01 10 TLAFLAVMSYV Consensus (ann/smm) 42,58 41,64
3 HLA-A*02:03 10 ALIPLAALIV Consensus (ann/smm) 34,08 28,14
4 HLA-A*02:01 10 ALIPLAALIV Consensus (ann/smm) 54,53 81,19
5 HLA-A*02:06 10 ALIPLAALIV Consensus (ann/smm) 65,25 127,91
6 HLA-A*68:02 10 TLAFLAVMSYV Consensus (ann/smm) 91,92 110,74
7 HLA-A*02:01 10 RLLPCCCKTL  Consensus (ann/smm) 135,26 247,45
8 HLA-A*02:06 10 TLAFLAVMSYV Consensus (ann/smm) 389,54 242,61
9 HLA-A*02:03 10 RLLPCCCKTL  Consensus (ann/smm) 605,2 132,82
10  HLA-B*15:01 10 RLLPCCCKTL  Consensus (ann/smm) 2030,77 114,88




Tabela 5: Ranking dos epitopos e alelos- ZIKV-MHCI

Tamanho ann_IC50 smm_IC
Ranking Alelo (aa) Epitopo Método de Analise (nM1) 50(nM)
1 HLA-A*01:01 9 GLDFSDLYY Consensus (ann/smm) 5,47 110,8
2 Consensus
(ann/comblib_sidney200
HLA-B*07:02 9 TPYGQQRVF  8/smm) 134,77 181,51
3 Consensus
(ann/comblib_sidney200
HLA-B*08:01 9 VLKPRWMDA 8/smm) 222,4 284,15
4 Consensus
(ann/comblib_sidney200
HLA-B*53:01 9 TPYGQQRVF  8/smm) 163,92 382,72
5 Consensus
(ann/comblib_sidney200
HLA-B*35:01 9 TPYGQQRVF  8/smm) 97,74 85,82
6 HLA-A*30:02 9 GLDFSDLYY Consensus (ann/smm) 781,89 622,96
7 Consensus
(ann/comblib_sidney200
HLA-B*51:01 9 TPYGQQRVF  8/smm) 2564,87 3561,48
8 Consensus
(ann/comblib_sidney200
HLA-A*30:01 9 VLKPRWMDA 8/smm) 184,17 237,12
9 HLA-A*03:01 9 GLDFSDLYY Consensus (ann/smm) 1670,29 1215,63
10 HLA-A*02:03 9 VLKPRWMDA Consensus (ann/smm) 312,57 212,79
1 HLA-B*07:02 10 APTRVVAAEM Consensus (ann/smm) 11,26 16,14
2 HLA-B*40:01 10 TEQRKTFVEL  Consensus (ann/smm) 86,09 92,26
3 HLA-A*68:01 10 SIQPENLEYR  Consensus (ann/smm) 115,62 72,28
4 HLA-B*15:01 10 CLALGGVMIF Consensus (ann/smm) 281,11 14,87
5 HLA-A*31:01 10 SIQPENLEYR  Consensus (ann/smm) 123,22 102,19
6 HLA-A*11:01 10 SIQPENLEYR  Consensus (ann/smm) 74,75 292,31
7 HLA-B*35:01 10 APTRVVAAEM Consensus (ann/smm) 1371,07 758,4
8 HLA-B*53:01 10 CLALGGVMIF Consensus (ann/smm) 949,29 1357,81
9 WDFGSVGGA
HLA-B*40:01 10 L Consensus (ann/smm) 3187,56 403,67
10 HLA-B*08:01 10 TEQRKTFVEL Consensus (ann/smm) 2677,33 791,81




Tabela 6: Ranking dos epitopos e alelos do ZIKV- MHCII

Ranking smm_align nn_alig
Tamanho _IC50 n_IC50(
Alelo (aa) Epitopo Método de Analise (nM) nM)

1 HLA- IKKFKKDLAA

DRB3*02:02 15 MLRII NetMHClIlpan* - -
2 HLA- KMMLELDP Consensus

DRB3*01:01 15 PFGDSYI (comb.lib./smm/nn) 673 83,1
3 HLA-

DPA1*01:03/D LDFSDLYYLT Consensus

PB1*02:01 15 MNNKH (comb.lib./smm/nn) 98 20
4 HLA- AAMLRIINA Consensus

DRB1*08:02 15 RKEKKR (smm/nn/sturniolo) 146 21,9
5 HLA-

DPA1*01:03/D RAIWYMWL Consensus

PB1*02:01 15 GARFLEF (comb.lib./smm/nn) 11 3
6 HLA- SPFGGLKRLP Consensus

DRB1*11:01 15 AGLLL (smm/nn/sturniolo) 11 14
7 HLA- VARVSPFGG Consensus

DRB1*11:01 15 LKRLPA (smm/nn/sturniolo) 13 31,4
8 HLA- HGPIRMVLA Consensus

DRB5*01:01 15 ILAFLR (smm/nn/sturniolo) 24 42,4
9 HLA-

DPA1*01/DPB1 RAIWYMWL Consensus

*04:01 15 GARFLEF (comb.lib./smm/nn) 20 4,9
10 HLA- IKKFKKDLAA Consensus

DRB1*09:01 15 MLRII (comb.lib./smm/nn) 36 10,7

Os softwares do MHCI e MHCII geram um rank preditivo e um rank percentual

apos a analise do alelo de HLA e o epitopo alvo.

O rank de afinidade preditiva € baseado na unidade IC50nM. Sendo assim,

epitopos que apresentam um rank preditivo baixo, significa que eles possuem uma

alta afinidade de interacdo com as moléculas de MHC e consequentemente

apresentam maior chance de ser reconhecida pelo sistema imunolégico. A nivel

comparativo, peptideos que apresentam valores de IC50 <50nM séo considerados de

alta afinidade, <500nM sdo considerados de afinidade intermediaria e <5000nM sao

considerados baixa afinidade. Grande parte dos epitopos possuem de forma geral,

afinidade alta ou intermediaria, poucos epitopos possuem baixa afinidade. Os graficos

1,2 e 3 demostram o rank preditivo em IC50nM dos alelos encontrados.



Gréfico 1: Demonstracédo do Rank Preditivos em IC50nM dos alelos encontrados para

0 CHIKV-MCHI. (A) com 9 aminoacidos e (B) com 10 aminoacidos
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Gréfico 2: Demonstracédo do Rank Preditivos em IC50nM dos alelos encontrados para

0 ZIKV-MCHI. (A) com 9 aminoacidos e (B) com 10 aminoéacidos
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Gréfico 3: Demonstracdo do Rank Preditivos em IC50nM dos alelos encontrados
para o ZIKV-MCHII

Zika MHCII (15aa)
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Enquanto alguns dados de predicdes sdo quantitativos, existem desvios
sistematicos nos valores experimentais de IC50. Uma correlacdo mais acurada entre
os valores preditivos em IC50 e antigenicidade dos peptideos estdo em processo de
atualizacdo e desenvolvimento no banco de dados para uma melhor avaliacdo, o
software também leva em consideracdo o método de avaliacdo utilizado, sendo eles
o método ANN, o SMM e o Consensus. Os proprios desenvolvedores do sistema
afirmam que o método mais adequado de analise € o ANN, por ser mais preciso e
estar em constante processo de atualizacdo, o que consequentemente limita a

quantidade de erros analiticos.

Além dos valores preditivos em IC50, existe o rank percentual, que é gerado
pela comparacédo entre peptideos IC50 contra um conjunto aleatério de peptideos do
banco de dados do Swissprot. Quanto menor o numero no grafico comparativo do
rank percentual maior € a afinidade do peptideo. Os Gréficos 4,5,6 demostram a
comparacao dentro do rank percentual dos alelos encontrados, juntamente com a
guantidade de aminoacidos em cada peptideo, € possivel avaliar tanto por grafico,

quanto por tabela.



Gréfico 1: Demonstracdo do Rank Percentual dos alelos encontrados para o CHIKV-

MCHI
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Grafico 2: Demonstracao do Rank Percentual dos epitopos encontrados para o ZIKV-

MCHI
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Gréafico 3. Demonstracdo do Rank Percentual dos epitopos encontrados para o
CHIKV-MCHII
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Abbas, Lichtman & Pillai (2015) explicam que a for¢a de ligacao entre um Unico
local de combinacé&o de um anticorpo e um epitopo antigénico € chamada de afinidade
do anticorpo. A afinidade é comumente representada por uma constante de
dissociacao (Kd) que indica a facilidade de separacdao de um complexo antigeno-
anticorpo em seus constituintes. Um Kd menor indica uma interagdo afinidade maior
ou mais forte porque uma menor concentracdo tanto de antigenos quanto de anticorpo
€ necessaria para a formacao do complexo. Os bancos de dados de epitopos também
levam consideracdo esse conceito em relacdo a delimitacdo do rank de alelos
preditivos, ja o rank percentual de alelos leva em consideragéo a analise quantitativa
de dois bancos de dados, por isso seus valores sao relativamente menores, o que néao
exclui a utilizacdo do conceito de dissociacdo e afinidade que os epitopos pré-

dispostos devem ter.



5. CONCLUSOES FINAIS

A bioinformatica € uma é&rea interdisciplinar, muito recente e promissora no
campo da pesquisa. Diversos dados atualmente s&o processados utilizando a
bioinformética economizando tempo e recurso. Atualmente diversos bancos de dados
e softwares estédo disponiveis gratuitamente para auxiliar e facilitar diversas areas de

pesquisa.

O objetivo do deste projeto foi pesquisar possiveis epitopos dos virus Zika e
Chikungunya in silico que podem ser utilizados para fabricacdo de imunoterapicos de
relevancia clinica, analisar epitopos a partir das sequéncias de possiveis antigenos
do virus Zika e Chikungunya, modelar estruturas terciarias dos antigenos dos dois
virus, utilizando modelagem ab initio ou proteinas jA moldadas no PDB e validar as

estruturas terciarias modeladas dos antigenos dos virus Zika e Chikungunya.

O trabalho trouxe resultados positivos in silico, entretanto se faz necessario
um estudo in vitro e in vivo com os epitopos selecionados. O estudo in vitro, é
importante para averiguar se realmente ha a interacéo entre o epitopo e as células de
defesa e se as células de defesa conseguem produzir MHC viavel com o epitopo. Ja
0 estudo in vivo € necessario para ver se 0 epitopo gerara uma resposta imune no
hospedeiro e se essa resposta imune sera viavel para produzir células de memoria e

acabar imunizando a pessoa contra o Vvirus.

E valido ressaltar que a relevancia do presente trabalho se da pelo devido
norteamento que ele gera em relagdo aos possiveis epitopos que poderdo ser
utilizados para producdo e selecdo de imunoterapicos. Existem diversos outros
métodos de predicdo de epitopos, desde 0s mais simples aos mais complexos,
entretanto a predicao de epitopos via bioinformética economiza tempo e recurso, além
de comparar estudos ja realizados para gerar dados mais concretos para novos

estudos na area da imunobioinformatica.
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