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RESUMO

Portela, MM. Predicao in silico de epitopos de linfocitos t citotdxicos da variante delta do sars-
cov-2 [trabalho de conclusdo de curso]. Salvador: Curso de Medicina, Escola Bahiana de Medicina
e Saude Publica, Bahia; 2022.

INTRODUCAO: Em janeiro de 2020, cientistas chineses isolaram 0 SARS-CoV-2, virus causador
da COVID-19, causador de uma crise de satde mundial que levou a mais de 6 milhdes de dbitos.
Nesse contexto, surgiram variantes desse mesmo virus, com destaque para a variante Delta, que
apresentou aumento da patogenicidade e transmissibilidade da doenga. Entretanto, até os dias
atuais, poucos estudos descreveram a resposta imune desencadeado por células T CD8 citotoxicas
para 0 SARS-CoV-2. Dessa forma, € importante identificar os epitopos T potenciais da variante
Delta do SARS-CoV-2, uma vez que permitira inferir sobre a possibilidade de escape da imunidade
celular gerada pela primum infeccao ou pela vacinagéo e qual impacto esse escape é capaz de gerar
na saude dos individuos. OBJETIVO: Predizer in silico epitopos da proteina Spike de linfocitos
CTL da variante Delta do SARS-CoV-2, comparando-0s com epitopos da sequéncia-mae isolada
de Wuhan. METODOLOGIA: Para a predicao, foram utilizadas as moléculas de HLA com maior
frequéncia na populacdo brasileira, encontradas no site “The Allele Frequency”. As sequéncias de
nucleotideos da sequéncia-referéncia do SARS-CoV-2 e da variante Delta do SARS-CoV-2 foram
obtidas através da plataforma GISAID. A sequéncia de nucleotideos da sequéncia-referéncia foi
traduzida com auxilio do software “Expase Translate” e foram coletadas as sequéncias de
aminoacidos correspondentes a proteina Spike. Apos a selecdo das sequéncias, a afinidade de cada
uma com os HLAs previamente selecionados foi testada através do NetCTLpan. Os possiveis
epitopos encontrados foram classificados com base no %-rank, sendo selecionados 0s possiveis
epitopos com %-rank < 0.15. Foram selecionados para analise neste estudo apenas 0s quinze
possiveis epitopos que se ligam a uma maior quantidade de moléculas de HLA, sendo cinco deles
para HLA-A, cinco para HLA-B e cinco para HLA-C. RESULTADOS: A sequéncia de proteina
Spike da variante Delta utilizada para estudo apresentou sessenta e quatro potenciais epitopos para
moléculas de HLA, sendo que, desses, sessenta e dois potenciais epitopos também estao presentes
na sequéncia de proteina Spike de referéncia. Dessa forma, foi observado o surgimento de dois
novos potenciais epitopos, inexistentes na sequéncia de proteina Spike de referéncia. Além disso,
foram encontrados oito pontos de alto reconhecimento por HLAS nas duas sequéncias estudadas.
CONCLUSAO: Observou-se grande semelhanca tanto qualitativa quando quantitativamente entre
0s potenciais epitopos. Apesar disso, as variagdes encontradas entre as sequéncias provavelmente
possuem repercussao na maior transmissibilidade e maior gravidade do quadro clinico relatadas
pela infeccdo pela Delta. Ademais, foi demonstrado que a infeccdo por diferentes variantes esta
provavelmente relacionada com a protecdo contra reinfeccdo pelo SARS-CoV-2,

Palavras-chave: SARS-CoV-2. Predicdo. Epitopos. Linfécitos T CD8. Resposta imune.



ABSTRACT

Portela, MM. In silico prediction of sars-cov-2 delta variant cytotoxic t-lymphocyte epitopes
[completion of course work]. Salvador: School of Medicine, Bahia School of Medicine and Public
Health, Bahia; 2022.

INTRODUCTION: In January 2020, Chinese scientists isolated SARS-CoV-2, the virus that
causes COVID-19, causing a global health crisis that has led to more than 6 million deaths. In this
context, variants of the same virus emerged, especially the Delta variant, which showed an increase
in the pathogenicity and transmissibility of the disease. However, to date, few studies have
described the immune response triggered by cytotoxic CD8 T cells to SARS-CoV-2. Thus, it is
important to identify the potential T epitopes of the Delta variant of SARS-CoV-2, since it will
allow inferences about the possibility of escape from cellular immunity generated by primum
infection or vaccination and what impact this escape is capable of generating on the immune
system. individuals' health. OBJECTIVE: To predict in silico epitopes of Spike protein from CTL
lymphocytes of the Delta variant of SARS-CoV-2, comparing them with epitopes of the mother
sequence isolated from Wuhan. METHODOLOGY:: For the prediction, the HLA molecules most
frequently found in the Brazilian population were used, found on the website “The Allele
Frequency”. The nucleotide sequences of the SARS-CoV-2 reference sequence and the SARS-
CoV-2 Delta variant were obtained through the GISAID platform. The nucleotide sequence of the
reference sequence was translated using the “Expase Translate” software and the amino acid
sequences corresponding to the Spike protein were collected. After selecting the sequences, the
affinity of each one with the previously selected HLAs was tested using NetCTLpan. The possible
epitopes found were classified based on %-rank, and possible epitopes with %-rank < 0.15 were
selected. Only the fifteen possible epitopes that bind to a greater amount of HLA molecules were
selected for analysis in this study, five of them for HLA-A, five for HLA-B and five for HLA-C.
RESULTS: The Delta variant Spike protein sequence used for the study showed sixty-four
potential epitopes for HLA molecules, and of these, sixty-two potential epitopes are also present in
the reference Spike protein sequence, thus, it was observed the emergence of two new potential
epitopes, lacking in the reference Spike protein sequence. In addition, eight high recognition points
for HLAs were found. CONCLUSION: A great similarity was observed both qualitatively and
quantitatively between the potential epitopes. Despite this, the variations found between the
sequences probably have an impact on the greater transmissibility and greater severity of the
clinical picture reported by Delta infection. Furthermore, it has been shown that infection by
different variants is likely related to protection against SARS-CoV-2 reinfection.

Keywords: SARS-CoV-2; Prediction. Epitopes. CD8 T lymphocytes. Immune response.
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1. INTRODUCAO

Em 31 de dezembro de 2019, as autoridades nacionais da China relataram a existéncia
de pacientes com pneumonia de etiologia desconhecida a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS). Em 7 de Janeiro de 2020, cientistas chineses isolaram um virus de pacientes em
Wuhan, o qual foi identificado como um novo coronavirus causador da Sindrome
Respiratoria Aguda Severa (SARS).1? Assim, 0 virus passou a ser conhecido como SARS-
CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), uma vez que um virus da mesma
familia causou uma epidemia de SARS na China, em 2002, ficando conhecido como SARS-
CoV. 3% Em 21 de Janeiro de 2020 foi registrado o primeiro caso Da COVID-19 nos EUA
e em 26 de Janeiro do mesmo, um homem testou positivo para a doenca na Alemanha,
demonstrando a propagacdo do virus pelo América e pela Europa. > Em decorréncia da
velocidade de contaminacdo, em 11 de margo de 2020, a Organizacdo Mundial da Salde
declarou surto do SARS-CoV-2 como uma pandemia global. Dados desse organizagao
mostram que, desde o inicio da pandemia até 02 de setembro de 2022, 601.189.435 casos de
COVID-19 haviam sido confirmados no mundo, sendo que, destes, 6.495.346 foram a 0bito.®
No Brasil, nessa mesma data, 0 numero de casos notificados totalizava 34.429.853, sendo
683.965 6bitos.® Essa rapida e intensa propagacao, associada ao alarmante nimero de mortes,
destaca a importancia de elucidar melhor o mecanismo de invasdo do sistema imune e de

replicacéo desse virus.

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples de sentido positivo * e, assim
como 0 SARS-CoV e 0 MERS-CoV (causador da sindrome respiratoria do Oriente Médio),
pertence ao género beta Coronavirus na familia Coronaviridae.! Seu genoma codifica
proteinas estruturais e ndo estruturais. As proteinas estruturais incluem a proteina spike (S),
proteina de envelope (E), glicoproteina de membrana (M), fosfoproteina de nucleocapsideo
(N) e as proteinas ndo estruturais incluem 14 ORFs para replicacdo viral e processo de
montagem.”  Como um virus de RNA tipico, a taxa evolutiva média para coronavirus é de
aproximadamente 10 substituicdes de nucleotideos por local por ano, com mutagGes
surgindo durante cada ciclo de replicacio.* Apesar de maior parte dessas mutagdes ter pouco
ou nenhum impacto sobre as caracteristicas do virus, algumas podem provocar variaces

importantes, como aumento da patogenicidade e escape de vacinas, dando origem as



chamadas variantes, uma vez que possuem diferenciacdo importante no genoma em relagéo
a sequéncia-mae. Essas variantes foram classificadas pela OMS como de interesse e de
preocupacdo, sendo que as Ultimas apresentam um impacto significativo na
transmissibilidade, gravidade e/ou imunidade.® As variantes de preocupacio descritas sio a
variante Alpha, detectada pela primeira vez no final de setembro de 2020, a variante Beta,
detectada em setembro de 2020, a Gama, detectada em janeiro de 2021, a variante Delta,
detectada em dezembro de 2020 e a Omicron, detectada em novembro de 2021.° A variante
Delta, foco do presente estudo, é 60% mais transmissivel que a variante alfa e tornou-se, em

cerca de 8 meses, a cepa dominante do SARS-CoV-2.1°

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios e a resposta imune a esses
microrganismos inclui componentes da imunidade inata e adaptativa. Os mecanismos da
imunidade inata sdo a inibicdo por interferons do tipo | e a morte de celulas infectadas por
linfécitos NK enquanto a imunidade adaptativa é mediada por anticorpos e por linfécitos T
CDS8 citotdxicos (CTL). 1 Os linfocitos CTL reconhecem pequenas sequéncias de peptideos,
originados de antigenos virais citosolicos que sdo degradados em proteassomos e
apresentados em associacdo a moléculas de MHC de classe I. Ao reconhecer as células
infectadas, As CTL, sdo capazes de destruir por apoptose qualquer célula nucleada

infectada.!

Sabe-se que as variantes dos SARS-CoV-2 podem ocasionar um escape da resposta
imune, inclusive daquela induzida pelas vacinas, como ocorre com a variante Delta, que
possui maior patogenicidade e transmissibilidade quando comparada a sequéncia-mée
isolada de Wuhan.'® Poucos estudos descreveram a resposta imune celular, que envolve as
células T CD8 citotdxicas. Dessa forma, destaca-se a importancia de identificar os epitopos
T potenciais da variante Delta do SARS-CoV-2.1° Utilizando ferramentas de bioinformatica
é possivel predizer epitopos e identificar regides imunodominantes das sequencias da
variante Delta, comparando-a sequéncia-mde isolada de Wuhan. Pode-se igualmente;
observar se ocorreram mutacdes em regides alvo da resposta imune mediada por linfécitos
TCTL. 1

A predicdo dos epitopos TCTL das variantes do SARS-CoV-2 permitira inferir sobre a
possibilidade de escape da imunidade celular gerada pela primum infecgdo ou pela vacinagao



e qual impacto esse escape € capaz de gerar na salde dos individuos.



2. OBJETIVO

Predizer in silico epitopos da proteina Spike de linfécitos CTL da variante Delta do SARS-

CoV-2, comparando-0s com epitopos da sequéncia-méae isolada de Wuhan.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. INTRODUCAO

No final de 2019, unidades de saude relataram pacientes com pneumonia de causa
desconhecida em Wuhan, na China. ** Um grupo de pesquisadores chineses rapidamente
identificou o agente causador se tratava como um novo coronavirus, o qual foi nomeado
como SARS-CoV-2 (Coronavirus 2 causador da Sindrome Respiratoria Aguda Grave).'®
Esse novo virus, altamente transmissivel, provocou uma crise de saude publica global sem

precedentes, preocupando autoridades de todos os paises.**

3.2. ESTRUTURA DO SARS-COV-2

O SARS-CoV-2 faz parte da familia dos betacoronavirus, que constitui um grupo de
virus de RNA de fita simples com sentido positivo, com aproximadamente 29,9kb.”%° Seu
genoma codifica 4 proteinas estruturais, a proteina do nucleocapsideo (N), que forma o
capsideo fora do genoma, o qual é recoberto por um envelope associado as outras trés
proteinas estruturais, e as proteinas spike (S), proteina de membrana (M) e proteina de

envelope (E).*® A estrutura do SARS-CoV-2 esté representada na figura 1.

Figura 1 — Estrutura do SARS-CoV-2.

: ‘ Proteinas Desenho
\ N ‘}00 (/ estruturais esquematico
\\\ OI Membrana l
: - . \ ¢ o
\ ... : i : Envelope O
<= T 33 Nucleocapsideo )
.. 31 S
)/ \ Spike | ]
” /'j'f.’ﬂ; ‘ P [SY)
i ssRNA ..

Fonte: Mohamadian M, Chiti H, Shoghli A, Biglari S, Parsamanesh N, Esmaeilzadeh A. COVID-19: Virology,

biology and novel laboratory diagnosis.
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3.2.1 ESTRUTURA DA PROTEINA SPIKE

A proteina Spike medeia a fixagdo do SARS-COV-2 a membrana da célula
hospedeira e a fusdo durante a infecgdo viral.'® Ela é uma proteina trimérica formada por
1273 aminoacidos e consiste em um peptideo sinal (aminoacidos 1-13), a subunidade S1
(residuos 14-685), responsavel pela ligagdo ao receptor e a subunidade S2 (residuos 686-
1273), responsavel pela fusdo a membrana.'® A estrutura da proteina Spike esta representada

na figura 2.

Figura 2 — Estrutura da proteina Spike.

SARS-CoV-2 S1

88

) S2
g% HR2

Spike Protein (Trimer)

Fonte: Huang Y, Yang C, Xu X-F, Xu W, Liu S-W. Structural and functional properties of SARS-CoV-2 spike

protein: potential antivirus drug development for COVID-19.

A subunidade S1 consiste ainda em um dominio N-terminal (NTD) (residuos 14-305)
e o dominio de ligagdo ao receptor (RBD) (residuos 319-541).217 O NTD & responsavel pela
regulacdo da conformacdo da proteina Spike e algumas mutacGes nesse dominio resultam no
aumento da entrada de células correlacionadas com a maior apresentagdo de RBDs aos
receptores ACE2.17 Ja a subunidade S2 contém o peptideo de fusdo (FP), sequéncias repetidas
de heptapeptideos (HR1 e HR2), dominio transmembranar (TM) e dominio citoplasmatico
(CT).1817 O FP é responsavel por ancorar ao receptor alvo, facilitando a entrada do virus por
romper as bicamadas lipidicas das células alvo.}” HR 1 e HR2 sdo importantes para a fusio
e entrada das subunidade S2 e o dominio TM ancora a proteina S a proteina M viral e a
subunidade S2 na cauda do CT." A ligacéo da proteina S ao receptor ACE2 esta representada

na figura 3.
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Figura 3 — Ligacdo da proteina S ao receptor ACE2.

g NJ o

Receptor(ACE2)

Host Cell

Fonte: Huang Y, Yang C, Xu X-F, Xu W, Liu S-W. Structural and functional properties of SARS-CoV-2 spike

protein: potential antivirus drug development for COVID-19.

Essa proteina é essencial para a entrada do virus nas células hospedeiras, fazendo
desta um atraente alvo antiviral. > VVacinas como a Pfizer/BioNTech e Moderna, aprovadas
pela FDA, usam um mRNA que codifica uma proteina Spike modificada estabilizada, de
forma a induzir a acdo do sistema imunoldgico contra a proteina Spike antes de sua fuséo

com a membrana celular. *°

3.3. TRANSMISSAO DO SARS-COV-2

A transmissdo do SARS-CoV-2, de humano para humano, ocorre através da
exposi¢do as goticulas respiratorias ou aos aerossois provenientes de individuos infectados,
numa taxa extremamente alta.?’ Dentro do corpo, o dominio de ligacéo ao receptor (RBD)
da proteina S liga-se aos receptores da enzima conversora de angiotensina (ACE2) do
hospedeiro e entra nas células, onde sofre replicacdo, transcricio e tradugdo’*®. Dessa
maneira, 0 SARS-CoV-2 utiliza de uma proteina prépria do hospedeiro para infecta-lo, de
forma a escapar do reconhecimento pelo sistema imune.” No interior das células, 0 SARS-
CoV-2 utiliza diversos outros mecanismos de escape para a resposta imunoldgica, como o
silenciamento do sistema de traducdo, degradacdo do RNA mensageiro do hospedeiro e
formacéo de um cap viral semelhante ao do hospedeiro. Juntos, esses fatores contribuem para

dificultar o reconhecimento do genoma viral pelo sistema imunoldgico.’



13
3.4. INVASAO DO SISTEMA IMUNOLOGICO E RESPOSTA IMUNE

Quando antigenos do SARS-CoV-2 sdo reconhecidos, desencadeiam respostas
imunes inatas e adaptativas no organismo hospedeiro.” A resposta imune inata é
desencadeada por receptores de reconhecimento padréo (PPRS), que provocam uma cascata
de sinalizacdo que culmina na producédo de citocinas, interferons, fator de necrose tumoral
alfa, interleucinas 1 e 6, além de outras citocinas que irdo induzir atividade antiviral e
ativacdo da imunidade adaptativa.?! Ja a resposta imune humoral ¢ mediada por anticorpos
direcionados as glicoproteinas de superficie viral, principalmente as proteinas S e N,

entretanto ainda n3o esta esclarecido se essa resposta fornece imunidade duradoura.

Jé a resposta imune mediada por células T, foco do presente estudo, foi demonstrada
em pacientes convalescentes (0 que evidencia uma reposta duradoura), uma vez que foram
encontradas células T CD4+ e T CD8+ trabalhando em conjunto para eliminar células

infectadas.?

Essa resposta depende da apresentacdo de antigenos pelas moléculas de MHC
(Complexo Principal de Histocompatibilidade) para os linfocitos. O MHC consiste na regido
genética responsavel pela producdo de antigenos/proteinas encontradas na superficie das
células. 1 Esses antigenos/proteinas sio conhecidos como Antigenos Leucocitarios Humanos

(moléculas de HLA) e sdo essenciais para a apresentacéo de antigenos de linfocitos TCD8+.1!

As moléculas de HLA sdo codificadas por genes polimorficos.?? Sendo assim, as
moléculas codificadas por um mesmo gene apresentam muitas variantes, encontradas na
populacdo em diversas frequéncias, o que pode explicar porque cada individuo responde de

maneira diferente a infeccdo pelo mesmo patdgeno. 2

Dessa forma, destaca-se a importancia de considerar a prevaléncia de diferentes
moléculas de HLA em determinada populacéo (no presente estudo sera estudada a populagédo

brasileira) quando se pretende caracterizar a resposta imune mediada por linfocitos TCDS.
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3.5. MUTACOES E SURGIMENTO DE NOVAS VARIANTES

Assim como outros virus de RNA, o SARS-CoV-2 sofre mutagdes constantemente,
pois, quanto mais chances de um virus se expandir, mais ele sofre replicacBes e,
consequentemente, mutagdes.?1% Estima-se que 0 SARS-CoV-2 possa fazer de 1 bilhdo de
copias apos infectar um individuo e, durante essa replicagfes, ocorrem erros que podem se

manifestar como mutagdes capazes de gerar novas variantes.°

Variantes sdo sequéncias de SARS-CoV-2 que diferem da sequéncia original em
decorréncia de mutagdes genéticas.”?> Em dezembro de 2020, a Organizacio Mundial da
Saude, caracterizou essas variantes de em variantes de interesse (VOIs) e variantes de
preocupacdo (VOCs), sendo as VOIs sequéncias que sofreram alteracdes que podem afetar a
implicabilidade ou a transmissdo da doenca.'® Elas passam a ser VOCs caso haja um aumento
na transmissibilidade do virus ou mudanca prejudicial na epidemiologia do COVID-19,
aumento viruléncia ou alteracdo na apresentacao clinica da doenca ou diminuicdo da eficécia

nas medidas de satide publica e sociais ou diagndsticos, vacinas ou tratamentos.°

3.6. VARIANTE DELTA

A variante Delta, que consiste no foco do presente estudo, foi relatada pela primeira
vez na India, em dezembro de 2020 e é classificada pela OMS como uma VOC.'° Essa
variante é de 60% mais transmissivel que a variante alfa e tornou-se, em cerca de 8 meses, a
cepa dominante do SARS-CoV-2.2* Sua alta transmissibilidade, deve-se, provavelmente, a
sua maior capacidade de invadir o sistema imune do individuo infectado quando comparada
a cepa original.?* Suspeita-se que a grande capacidade de invasdo dessa cepa decorra de
mutagdes encontradas na proteina spike, as quais podem induzir mudangas bioquimicas e na
estrutura do virus, facilitando a fusdo da protéina com a célula hospedeira ou inibindo seu
reconhecimento por anticorpos.'® Uma vez que o alvo das principais vacinas desenvolvidas
contra a COVID-19 é a proteina Spike, mutacBes nessa regido do genoma podem

comprometer a eficicia dessas vacinas.®
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3.7. IMPORTANCIA DE PREDIZER EPITOPOS TCTL DO SARS-COV-2

A relevancia de predizer epitopos TCTL da variante Delta e compara-los com
epitopos T da sequéncia original é a capacidade de prever escape da resposta imune, inclusive
daquela induzida por vacinas.® Uma vez que sejam preditos tais epitopos, sera possivel
avaliar o impacto das mutacdes na resposta mediada por linfocitos TCTL e de que forma isso

influencia no curso e na gravidade da doenca causada pelo SARS-CoV-2 2125,
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4. METODOS
4.1. DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo analitico e descritivo, que visa predizer epitopos de linfocitos

T da variante Delta e compara-los aos epitopos da sequéncia-mae do SARS-CoV-2.

4.2. SELECAO DAS MOLECULAS DE HLA

As moléculas de HLA com maior frequéncia na populacdo brasileira foram utilizadas
para predizer os epitopos de linfocitos T da sequéncia-mée e da variante Delta do SARS-
CoV-2. Essas moléculas foram encontradas através do site “The Allele Frequency”. Foi
realizada uma busca das moléculas de HLA presentes na populacéo brasileira e da frequéncia

que aparecem. Os HLAs encontrados e utilizados no estudo estéo representados na tabela 1.

Quadro 1 - HLAs utilizados no estudo

HLA A HLA B HLA C

A*0201 B*3501 Cw-0401
A*0301 B*4403 Cw-0701
A*2301 B*5101 Cw-1601
A*0101 B*0702 Cw-0602
A*3001 B*5301 Cw-0304
A*1101 B*1402 Cw-0802
A*2402 B*4402 Cw-0702
A*6801 B*5201 Cw-0501
A*3402 B*1801 Cw-1203
A*3601 B*0801 Cw-0303
A*6802 B*5801 Cw-0202
A*7401 B*4201 Cw-1701
A*3002 B*1501 Cw-0210
A*2601 B*1510 Cw-1801




17

Quadro 1 - HLAs utilizados no estudo

A*3301 B*4901 Cw-1402
A*0202 B*1503 Cw-1502
A*2902 B*4001 Cw-0102
A*3201 B*8101 Cw-1202
A*3101 B*5703 Cw-1505
A*0205 B*4501 Cw-1602
A*6602 B*3801 Cw-0704
A*2901 B*4002 Cw-0804
A*8001 B*5501 Cw-0103
A*3004 B*5701 Cw-0302
A*0302 B*5802 Cw-0705
A*2403 B*1302 Cw-0707
A*2501 B*1401 Cw-0813
A*3303 B*1516 Cw-1704
A*0222 B*2705
A*0234 B*3503
A*6603 B*3508
A*7403 B*4004
A*6602 B*5001
A*0102 B*0705
A*0211 B*1517
A*6901 B*3504
A*T7402 B*3701

Fonte: (http://www.allelefrequencies.net/)

4.3. OBTENCAO DOS EPITOPOS

As sequéncias de nucleotideos da sequéncia-referéncia do SARS-CoV-2 e da variante
Delta do SARS-CoV-2 foram obtidas através da plataforma GISAID, uma plataforma que
promove o compartilhamento rapido de dados de todos os virus da gripe e do coronarivirus
que causam a COVID-19. Na péagina online do GISAID, encontra-se a aba “EpiCoV”, onde
é possivel pesquisar entre as sequéncias registradas.
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A sequéncia de nucletideos da sequéncia-referéncia foi traduzida com auxilio do
software “Expase Translate” e foram coletadas as sequéncias de aminoacidos

correspondentes a proteina Spike.

Foi selecionada uma sequéncia da proteina Spike utilizada como referéncia e uma
sequéncia de proteina Spike para a variante Delta. A sequéncia referéncia utilizada foi isolada
pelo Instituto de Virologia de Wuhan em 30 dezembro de 2019, a partir de uma amostra de
lavado broncoalveolar coletado no Hospital Wuhan Jinyintan. A sequéncia Spike Delta (ID
de acesso EPI_ISL_6661895) foi coletada em 12/03/2020 em Nova York, Estados Unidos.

Além da sequéncia de nucleotideos, o GISAID demonstra as mutacdes (substituicdes,
delecdes e insercGes de aminoacidos) que ocorreram em cada sequéncia em relacdo a
sequéncia de proteina Spike utilizada como referéncia. Essas mutacfes foram alinhadas e
comparadas com a sequéncia referéncia a fim de gerar as sequéncias de aminoacidos

correspondentes as sequéncias selecionadas como amostras.

Apbs a selecdo das sequéncias, a afinidade de cada uma com os HLAs previamente
selecionados foi testada através do NetCTLpan, um software que prevé epitopos CTL em
sequéncias de proteinas. As previsdes podem ser feitas para peptideos com comprimento de
oito a onze residuos de amino&cidos, sendo que a maioria das moléculas de HLA tem uma
forte preferéncia pela ligacdo com epitopos de nove residuos aminoacidos. O método de
previsdo do NetCTLpan integra a previsdo da ligacdo do MHC de classe I, clivagem
proteossomal C terminal e eficiéncia de transporte TAP.2® Os valores de previsdo sio
calculados como uma média ponderada das pontuacdes de clivagem do terminal MHC, TAP

e C. e como %-rank para um conjunto de duzentos mil peptideos naturais aleatorios. 26

Apos realizar a predicdo no NetCTLpan, os possiveis epitopos foram classificados com
base no %-rank, que consiste na classificacdo da afinidade prevista de determinado HLA em
comparagdo com um conjunto de peptideos naturais aleatérios, ou seja, € um valor numérico
que representa a forca da ligagdo entre o possivel epitopo e determinado HLA.%® Quanto
menor for esse valor, maior sera a forca de ligagdo. Os ligantes fortes sdo definidos como
tendo %-rank < 0.5 e os ligantes fracos com %-rank < 2.2 Para este estudo foram

selecionados 0s possiveis epitopos com %rank < 0.15, pois, na préatica, ao se utilizar
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peptideos para estimulo de células in vitro, os peptideos que tem melhores resultados sao

aqueles cujo %-rank é menor ou igual a 0.15.

Dentre os epitopos previstos com %-rank < 0.15 pelo NetCTLpan, foram selecionados
para analise neste estudo apenas 0s quinze possiveis epitopos que se ligam a uma maior
quantidade de moléculas de HLA, sendo cinco deles para HLA-A, cinco para HLA-B e cinco
para HLA-C.

Os possiveis epitopos escolhidos foram os mesmos para as duas sequéncias, entretanto
sua posicdo em cada sequéncia pode sofrer variacdes conforme as mutagdes intrinsecas as

mesmas.

4.4, ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o valor das pontuacdes combinadas (comb) para comparar os quinze
possiveis epitopos selecionados. Esse valor consiste na combinagéo entre o processamento
do possivel epitopo, sua apresentacdo e o transporte pelo TAB, etapas necessarias para que a

resposta imune ocorra.

Os cinco possiveis epitopos para HLA, os cinco possiveis epitopos para HLA-B e os
cinco possiveis epitopos para HLA-C foram comparados separadamente através da média
aritmética simples, em decorréncia da pequena amostragem. Seu calculo foi realizado atraves
do GraphPad, utilizando o teste ANOVA Kruskall Wallis seguido do pds-teste de Dunn’s.
Essa analise foi empregada para avaliar se as mutacdes provocaram alguma alteragdo no

processamento e apresentacao do peptideo.

4.5. CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo os potenciais epitopos previstos pelo NetCTLpan com %-
rank <0.15.
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4.6. COMITE DE ETICA

Por se tratar de um estudo descritivo, esse estudo ndo precisou ser submetido ao

Comité de Etica em Pesquisa (CEP).
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6. RESULTADOS
6.1 POTENCIAIS EPITOPOS DE ALTA AFINIDADE

Inicialmente foram selecionados potenciais epitopos que provavelmente serdo
apresentados a certas moléculas de HLA A, HLA B e HLA C previamente selecionadas
(tabela 1) que sdo encontradas na populacdo brasileira. Foram escolhidos os potenciais
epitopos com %-rank menor ou igual a 0.15 para as duas sequéncias de proteina Spike
estudadas. Para a sequéncia de proteina Spike utilizada como referéncia, foram encontrados
33 potencias epitopos para HLA A, 27 potenciais epitopos para HLA B e 21 potenciais
epitopos para HLA C (Anexo A). Ja para a sequéncia de proteina Spike da variante Delta
(EPI_ISL_6661895) foram encontrados 34 potencias epitopos para HLA A, 27 potenciais
epitopos para HLA B e 19 potenciais epitopos para HLA C (Anexo A).

6.1.2. AREAS DAS SEQUENCIAS COM ALTA AFINIDADE PARA MOLECULAS DE HLA

A partir do alinhamento das sequéncias, foram encontrados oito pontos com mais de
trés peptideos sobrepostos ou com mais de trés peptideos na mesma regido em ambas as
variantes, esses pontos foram considerados como pontos de alto reconhecimento por HLAS.
Esses pontos ocupam as seguintes posi¢cdes na sequéncia referéncia: (1) 155 a 176, com
quatro potenciais epitopos sobrepostos; (2) 192 a 201, com 4 potencias epitopos sobrepostos;
(3) 357 a 378, com cinco potencias epitopos sobrepostos; (4) 454 a 471, com trés potencias
epitopos sobrepostos; (5) 687 a 707, com trés potencias epitopos sobrepostos; (6) 712 a 742,
com seis potencias epitopos sobrepostos; (7) 865 a 904, com quatro potencias epitopos
sobrepostos; e (8) 1206 a 1220, com trés potencias epitopos sobrepostos.

Na variante Delta também foram encontrados oito pontos com mais de trés peptideos
sobrepostos, entretanto, num dos pontos de alto reconhecimento, ocorreram duas delecdes
(F157delA e R158del). Essas delegbes provocaram o reconhecimento de dois novos
peptideos (posicdes 149-158 e 152-161 na sequéncia Delta) e fizeram com que um peptideo
deixasse de ser reconhecido (posi¢do 155-164). A representacdo grafica da proteina Spike
das duas sequéncias e a localizagcbes que os pontos de alto reconhecimento ocupam na
sequéncia estdo representadas na figura 4.
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Figura 4 — Representacdo grafica da proteina Spike e dos pontos de alto reconhecimento.

Proteina Spike: Sequéncia referéncia
155-176 357-378 687-707 865-904
1273
192-201 454471 712-742 1206-1220

—

Proteina Spike: Variante Delta

149-174 355-376 685-705 863-902
1 I I l 1271
190-199 452-469 710-740 1204-1218

4 potenciais epitopos sobrepostos
. 5 potenciais epitopos sobrepostos
3 potenciais epitopos sobrepostos

. 6 potenciais epitopos sobrepostos

Fonte: Arquivo do autor.

6.1.2 POTENCIAIS EPITOPOS DE ALTA AFINIDADE SELECIONADOS PARA ESTUDO

Dentre 0s potenciais epitopos encontrados para as duas sequéncias, foram escolhidos 0s
epitopos com maior quantidade de ligagdes com %-rank < 0.15 que se repetiam nas duas
sequéncias de proteina Spike estudadas. Sua posi¢do no interior das sequéncias variou em
funcdo das mutagdes que cada uma sofreu, entretanto, a sequéncia de residuos de
aminoacidos foi conservada.

Para sequéncia a referente a proteina Spike da sequéncia referéncia, os potenciais
epitopos selecionados ocupam as posi¢des: (1) 360, 161, 257, 301 e 453 para HLA-A; (2)
868, 895, 83, 159 e 235 para HLA-B; e (3) 868, 885, 1, 159 e 368 para HLA-C. Para a
sequéncia referente a proteina Spike da variante Delta, os potenciais epitopos selecionados
ocupam as posi¢oes: (1) 358, 159, 255, 299 e 451 para HLA-A; (2) 866, 893, 83, 157 e 233
para HLA-B; e (3) 866, 883, 1, 157 e 366 para HLA-C.

As posicdes dos possiveis epitopos que se ligam ao maior numero de HLAs com alta
afinidade (%-rank < 0.15) para as duas sequéncias de proteina Spike (referéncia e Delta)
selecionadas para estudo estdo representados no quadro 2.

Quadro 2 - Potenciais epitopos selecionados para estudo e quantidades de ligacdes de alta
afinidade que cada um realiza para HLA-A, HLA-B e HLA-C (continua).

Sequéncia referéncia — Spike
HLA-A HLA-B HLA-C
Posicdo na IQuarztidade de Posicdo na Quarltidade de Posicdo na _Quarjtidade de
sequéncia 1gagoes de alta sequéncia Ilgag(_)e_s de alta sequéncia Ilgagge_s de alta
afinidade afinidade afinidade

360 10 868 7 868 15

161 7 895 6 885 9

257 7 83 5 1 7
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Quadro 2 - Potenciais epitopos selecionados para estudo e quantidades de ligacdes de alta
afinidade que cada um realiza para HLA-A, HLA-B e HLA-C.

301 6 159 4 159 7
453 6 235 4 368 4
EPI_ISL_6661895 — Delta — Spike
HLA-A HLA-B HLA-C
Posicdo na IQuarltidade de Posicdo na Quarltidade de Posicdo na _Quarjtidade de
sequéncia 1gacoes de alta sequéncia Ilgagc_)e_s de alta sequéncia Ilgaggeg de alta
afinidade afinidade afinidade

358 10 866 7 866 15

159 7 893 6 883 9

255 7 83 5 1 7

299 6 157 4 157 7

451 6 233 4 366 4

Fonte: Arquivo do autor

Os valores das médias das pontuacdes combinadas (comb) para os potenciais epitopos
das duas sequéncias de proteina Spike estudadas sofreram pouca ou nenhuma variacao entre
as diferentes sequéncias, ou seja, foi observado um alto grau de conservacao. Para HLA-A
as médias dos valores de comb encontradas estdo entre 0.5 e 1. O grafico que compara as
médias das pontuacGes combinadas (comb) dos potenciais epitopos para HLA-A das duas
sequéncias de proteina estudadas esta representado na figura 5.

Figura 5 - Médias das pontuac¢Bes combinadas (comb) dos potenciais epitopos para HLA-A.

HLA-A
1.5
B \Wuhan

1.0 = Delta
o] I l T = -
£
(=]
&)

0.5

0.0_ T T T

360 161 257 301 453
Peptideo

Fonte: Arquivo do autor.

Para HLA-B, as médias dos valores de comb encontradas também variam de 0.5 a 1.
O grafico que compara as médias das pontuacdes combinadas (comb) dos potenciais epitopos
para HLA-B das duas sequéncias de proteina estudadas esté representado na figura 6.
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Figura 6 - Médias das pontuacdes combinadas (comb) dos potenciais epitopos para
HLA-B.

HLA-B
1.5
B Wuhan

= Delta

Comb

868 895 83 159 235
Peptideo
Fonte: Arquivo do autor.
J& para HLA-C, as médias C estdo entre 0.5 e 0.8. O gréfico que compara as médias
das pontuag¢bes combinadas (comb) dos potenciais epitopos para HLA-C das duas sequéncias

de proteina estudadas esta representado na figura 7.

Figura 7 - Médias das pontuagdes combinadas (comb) dos potenciais epitopos para
HLA-C.

HLA-C
1.0
B \Wuhan

= Delta

Comb

868 885 1 159 368
Peptideo

Fonte: Arquivo do autor.
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6.2 QUANTIDADE DE EPITOPOS COM %-RANK < (.75 PARA MOLECULAS DE HLA
CLASSIFICADAS COM BASE EM SUA FREQUENCIA NA POPULACAO BRASILEIRA

A quantidade de potencias epitopos com alta afinidade (%-rank <0.15) para cada
molécula de HLA foi comparada a sua frequéncia na populagéo brasileira.

Quando analisadas as moléculas de HLA-A, observou-se que o HLA-A que possui
maior frequéncia na populagdo brasileira (HLA-A 02:01) possui pouca quantidade de
ligantes com alta afinidade, sendo apenas um ligante com %-rank < 0.15 para a sequéncia de
proteina Spike da referéncia e nenhum ligante para a sequéncia de proteina Spike da variante
Delta. Nota-se também uma varia¢do na quantidade de ligantes de alta afinidade entre as duas
sequéncias estudadas. Esse padrdo se repete para o segundo HLA-A mais frequente na
populacéo brasileira (HLA-A 03:01), para o qual foram encontrados apenas trés potencias
epitopos de alta afinidade para a sequéncia de proteina Spike da sequéncia referéncia e trés
para a sequéncia de proteina Spike da variante. Além disso, observou-se que 0 HLA-A 34:02
foi o que se ligou a um maior nimero de peptideos, sendo sete para a sequéncia de proteina
Spike de referéncia e sete para a Delta, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 - % de HLA-A na populacéo brasileira e nimero com %-rank < 0.15 (continua).

HLA A % na populagéo Referéncia Delta
A*0201 20,7 1 0
A*0301 9,7 3 3
A*2301 6,6 1 1
A*0101 5,8 5 5
A*3001 51 1 1
A*1101 4,4 2 2
A*2402 4.4 2 2
A*6801 3,2 4 4
A*3402 31 7 7
A*3601 31 7 7
A*6802 2,9 3 3
A*7401 2,7 4 4
A*3002 2,6 4 4
A*2601 2,4 3 3
A*3301 2,0 0 0
A*0202 1,9 3 3
A*2902 1,7 3 3
A*3201 1,7 2 2
A*3101 15 2 2
A*0205 14 5 5
A*6602 1.2 3 3
A*2901 1,0 2 2
A*8001 0,9 1 1
A*3004 0,7 3 3
A*0302 0,5 4 4

Fonte: Arquivo do autor.
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Tabela 1 - % de HLA-A na populacéo brasileira e namero de ligantes com %-rank <0.15.

HLA A % na populagéo Referéncia Delta
A*2403 0,5 2 2
A*2501 0,5 2 2
A*3303 0,5 1 1
A*0222 0,3 2 2
A*0234 0,3 2 2
A*6603 0,3 4 4
A*7403 0,3 4 4
A*6602 0,2 3 3
A*0102 0,2 7 7
A*0211 0,2 1 1
A*6901 0,2 2 2
A*7402 0,2 4 4

Fonte: Arquivo do autor.

Ja para as moléculas de HLA-B, observou-se que o HLA-B que possui maior
frequéncia na populacdo brasileira (HLA-B 35:01) também possui 0 maior numero de
ligantes com %-rank < 0.15 (seis ligantes para sequéncia de referéncia e seis para Delta),
como pode ser observado na tabela 2.

Tabela 2 - % de HLA-B na populacgéo brasileira e ligantes com %-rank < 0.15 (continua).

HLA B % na populagéo Referéncia Delta
B*3501 9 6 6
B*4403 7,2 1 1
B*5101 6,6 3 3
B*0702 6,3 0 0
B*5301 5,6 4 4
B*1402 4,7 2 2
B*4402 4,3 0 0
B*5201 3,8 2 2
B*1801 3,6 0 0
B*0801 3 2 2
B*5801 3 5 5
B*4201 2,9 2 2
B*1501 2,7 0 0
B*1510 2,5 2 2
B*4901 2,5 1 1
B*1503 2 1 1
B*4001 2 2 2
B*8101 2 2 2
B*5703 1,8 1 1
B*4501 14 2 2
B*3801 1,3 1 1
B*4002 1,3 1 1
B*5501 11 3 3

Fonte: Arquivo do autor.
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Tabela 2 - % de HLA-B na populacéo brasileira e nimero de ligantes com %-rank <0.15.

HLA B % na populagéo Referéncia Delta
B*5701 11 2 2
B*5802 11 3 3
B*1302 0,9 1 1
B*1401 0,9 2 2
B*1516 0,9 2 2
B*2705 0,9 1 1
B*3503 0,9 4 4
B*3508 0,9 2 2
B*4004 0,9 1 1
B*5001 0,9 2 2
B*0705 0,7 0 0
B*1517 0,7 3 3
B*3504 0,7 3 3
B*3701 0,7 0 0

Fonte: Arquivo do autor.

Por fim, para as moléculas de HLA-C, observou-se o que possui maior frequéncia na
populacéo brasileira (HLA-C 04:01) possui pouca quantidade de ligantes com alta afinidade,
sendo um ligante de alta afinidade para a sequéncia de proteina Spike de referéncia e um para
a Delta. Alem disso, observou-se que o HLA-C com maior numero de ligantes foi o HLA-C
01:02, com oito ligantes com alta afinidade para cada uma das sequéncias estudadas, como
pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3 - % de HLA-C na populacéo brasileira e ligantes com %-rank < 0.15 (continua).

HLAC % na populagéo Referéncia Delta
Cw-0401 22,2 1 1
Cw-0701 11,5 2 2
Cw-1601 7,5 5 5
Cw-0602 6,8 0 0
Cw-0304 6,6 3 3
Cw-0802 5,6 2 2
Cw-0702 5 1 1
Cw-0501 4,7 0 0
Cw-1203 39 3 3
Cw-0303 3,8 3 3
Cw-0202 3,6 5 5
Cw-1701 3,2 2 2
Cw-0210 2,3 5 5
Cw-1801 2,3 0 0
Cw-1402 2 3 3
Cw-1502 2 3 3
Cw-0102 1,3 8 8
Cw-1202 11 3 3
Cw-1505 11 2 2

Fonte: Arquivo do autor.
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Tabela 3 - % de HLA-C na populacéo brasileira e namero de ligantes com %-rank <0.15.

HLAC % na populagéo Referéncia Delta
Cw-1602 0,9 2 2
Cw-0704 0,7 1 1
Cw-0804 0,7 4 4
Cw-0103 0,2 4 4
Cw-0302 0,2 3 3
Cw-0705 0,2 1 1
Cw-0707 0,2 1 1
Cw-0813 0,2 4 4
Cw-1704 0,2 2 2
Cw-0401 22,2 1 1
Cw-0701 11,5 2 2
Cw-1601 7,5 5 5
Cw-0602 6,8 0 0
Cw-0304 6,6 3 3
Cw-0802 5,6 2 2
Cw-0702 5 1 1
Cw-0501 4,7 0 0

Fonte: Arquivo do autor.

6.3. ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE PROTEINA SPIKE ESTUDADAS

6.3.1. ANALISE DAS MUTACOES DAS SEQUENCIAS DE PROTEINA SPIKE DA
VARIANTE DELTA EM RELACAO A SEQUENCIA REFERENCIA

As sequéncias de proteina Spike utilizadas no estado foram alinhadas e observou-se
que em relacdo a sequéncia de proteina Spike utilizada como referéncia, na sequéncia de
proteina Spike da variante Delta, ocorreram doze mutacdes, sendo duas delecdes, nove
substituigOes e uma insergéo.

6.4. IMPACTO DAS MUTACOES NAS SEQUENCIAS DE PROTEINA SPIKE DAS
VARIANTES QUANDO COMPARADAS A SEQUENCIA SPIKE DE REFERENCIA

6.4.1. SEQUENCIA DE PROTEINA SPIKE DE REFERENCIA

Quando analisada a sequéncia de proteina Spike de referéncia utilizada para estudo,
observou-se a presenca de 66 potenciais epitopos para moléculas de HLA.

6.4.2. SEQUENCIA DE PROTEINA SPIKE DA VARIANTE DELTA
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A sequéncia de proteina Spike da variante Delta utilizada para estudo apresentou
sessenta e quatro potenciais epitopos para moléculas de HLA, sendo que, desses, sessenta e
dois potenciais epitopos também estdo presentes na sequéncia de proteina Spike de
referéncia. Em relacdo a sequéncia de proteina Spike de referéncia, nenhum potencial epitopo
sofreu mutacdo mas continua sendo reconhecido e dois potenciais epitopos sdo exclusivos da
variante Delta. Além disso, trés sequéncias de residuos de aminoacidos ndo sdo reconhecidas
como potenciais epitopos. Esses valores estdo representados no quadro 6.

Quadro 6 - Quantidade de potenciais epitopos da sequéncia de proteina Spike da variante
Delta.

Sequencia VARIANTE DELTA
referéncia
- Potenciais L Sequéncias de
.. . . Potenciais . Potenciais .
Potenciais Potenciais enitonos em epitopos que enitonos residuos de
epitopos epitopos pitop sofreram pItop s aminoécidos ndo
comum x % exclusivos L wn
mutacio reconhecidos
Sessenta e Sessenta e Sessenta e . R
. - Zero Dois Trés
seis quatro dois

Fonte: Arquivo do autor. *Epitopos que sofreram mutagdo, mas continuam sendo reconhecidos. **Epitopos
exclusivos reconhecidos a partir de mutagdes na respectiva variante. ***Sequéncias de residuos de aminoacidos
que pararam de ser reconhecidos devido a mutacdes ou que nao séo observados na variante.

Trés mutacBes intrinsecas a sequéncia de proteina Spike da variante Delta estudada
(E156G, F157del e R158del) implicaram no surgimento de dois novos potenciais epitopos,
inexistentes na sequéncia de proteina Spike de referéncia. Os novos epitopos ocupam as
posicdes 149-158 e 152-161 e observou-se que realizam ligacOes de alta afinidade com
moléculas de HLA prevalentes na populacdo brasileira. O peptideo 149-158 liga-se com alta
afinidade com 8 moléculas de HLA prevalentes na populacéo brasileira, enquanto o peptideo
152-161 liga-se a 2 moléculas de HLA com alta afinidade. Os novos potenciais epitopos, as
mutacGes que provocaram seu reconhecimento e sua relacdo com os HLAs estdo
representadas no quadro 7.

Quadro 7 - Novos epitopos da sequéncia Spike da variante Delta inexistentes na sequéncia

Spike de referéncia.

Potencias epitopos novos da sequéncia de proteina Spike da variante Delta

Posicdo Mutagdes HLA-A HLA-B HLA-C
E156G Ligagdo com alta afinidade afinl}:j%?j%ag Zor’?ofl;ilas Nenhuma ligacdo
149 F157del a 4 moléculas (30:02, (15:17, 15:16, 57:01 com alta afir?id%de
R158del 30:04, 01:02, 36:01) ' ,58'.02)’ e
E156G Ligacdo com alta
152 F157del Na&o reconhecido afinidade a 2 moléculas Nao reconhecido
R158del (45:01, 50:01)

Fonte: Arquivo do autor. *A primeira letra antes do ndmero representa o residuo de aminoacido na sequéncia
referéncia e a letra apds o nimero representa o residuo de aminoacido na variante Delta.

**del: dele¢do do residuo de aminoacido representado pela letra anterior a sua posicao.

Por fim, notou-se ainda que o potencial epitopo de posi¢cdo 154 deixou de ser
reconhecido pelas moléculas de HLA em decorréncia da substitui¢cdo do nucleotideo E para
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o0 nucleotideo G na posicdo 156 e das dele¢bes dos nucleotideos F e R nas posicdes 157 e
158, respectivamente. Além disso, 0s potenciais epitopos das posicdes 193 e 196, que sdo
reconhecidos pelas moléculas de HLA para a sequéncia de proteina Spike de referéncia ndo
sdo reconhecidos pelas moléculas de HLA para a variante Delta, entretanto, ambos nao
sofreram mutagdes.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo tem como objetivo identificar os potenciais epitopos de proteina Spike
de linfocitos T citotdxicos da variante Delta do SARS-CoV-2 e compara-los com 0s
potenciais epitopos de proteina Spike de linfécitos T citotdxicos da sequéncia-referéncia do
SARS-CoV-2, isolada de Wuhan em 30 de dezembro de 2019. Ao identificar os epitopos de
linfécitos TCTL, foi possivel perceber que houve grande conservacgdo entre as duas variantes
estudadas. A quantidade de epitopos encontrados na variante Delta foi semelhante a
encontrado na sequéncia de referéncia. Além disso, o alinhamento das duas sequéncias
permitiu visualizar que os pontos de alto reconhecimento de epitopos sdo semelhantes entre
ambas. Por fim, foi calculada a média das pontuacGes combinadas (comb) das duas
sequéncias e notou-se que seus valores foram proximos para as duas sequéncias estudadas.

Ap0s a identificacdo dos epitopos de proteina Spike de linfécitos T das duas sequéncias,
observou-se grande semelhanca, tanto quantitativa, quanto qualitativamente. Apesar disso,
para a sequéncia de proteina Spike da variante Delta, um pequeno nimero de novos epitopos
passou a ser reconhecido por moléculas de HLA utilizadas no estudo, o que significa um
surgimento de areas da sequéncia capazes de gerar resposta imune que nao existiam na
sequéncia de referéncia. Sugere-se entdo que esse fendmeno pode ser uma das causas do
aumento da patogenicidade da variante Delta. Ademais, um pequeno numero de sequéncias
de residuos de aminoacidos antes reconhecidas como epitopos para a sequéncia de proteina
Spike de referéncia deixaram de ser reconhecidos na variante Delta em decorréncia das
mutaces. Isso faz com que tais residuos deixem de induzir resposta imune nos individuos
portadores das moléculas de HLA responsaveis pelo reconhecimento desses epitopos. De
acordo com Prabin Baral et al?’, mutag@es na proteina Spike da variante Delta podem reduzir
as afinidades de ligacdo para anticorpos neutralizantes. Dessa forma, é possivel que essas
mutacOes também causem alteragdes na resposta imune mediada por células T, o que sugere
a maior gravidade das infecgbes pela variante Delta quando comparadas as infeccdes
causadas pela sequéncia referéncia do SARS-CoV-2.

Ao alinhar as sequéncias de proteina Spike da sequéncia de referéncia e da variante Delta
foi possivel notar grande semelhanga entre as regides imunodominantes, que consistem em
pontos de alto reconhecimento pelas moléculas de HLA utilizadas para a predicdo. A despeito
da grande semelhanca foram encontrados dois novos peptideos que realizam ligacdes de alta
afinidade com moléculas de HLA prevalentes na populagdo brasileira. Sendo assim, apesar
de ndo existirem muitas variacdes entre as sequéncias estudadas, esse fendmeno representa
uma diferenca importante entre elas, provavelmente com repercussdo também importante na
resposta imune a variante Delta, uma vez que se localizam na regido de proteina Spike
correspondente do dominio N-terminal (NTD) da subunidade S1, responsavel pela regulacéo
da conformagcéo da proteina Spike.!” Sabendo que a variacdo da conformagéo da proteina
Spike ¢ essencial para a apresentacdo do dominio de ligacdo ao receptor (RBD) da Spike,
mutacOes no NTD podem interferir nessa apresentacdo e facilitar a interagao do virus com o
ACE2 das células hospedeiras e consequentemente sua entrada nessas células. Percebe-se
entdo que essas mutacGes podem contribuir para 0 aumento da transmissibilidade (aumento
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de 1,4 a 1,64 vezes quando comparado a variante Alfa), como demonstrado no estudo
realizado por Choi et al. ° Além disso, Choi et al evidenciaram que a infecgdo pela variante
Delta apresentou maior gravidade, estando mais associada a maiores chances de necessidade
de oxigénio, admissdo na UTI e morte.®

Sabendo que o valor do comb consiste num nimero que representa a combinacao entre
0 processamento do possivel epitopo, sua apresentagdo e o transporte pelo TAB, é esperado
que a presenca de um valor semelhante entre as duas variantes represente uma resposta imune
semelhante entre elas. Sendo assim, o alto grau de conservacgao observado entre esses valores
pode ser capaz de justificar a protegdo contra reinfec¢do por SARS-CoV-2. Essa hipotese foi
demonstrada em um estudo realizado por Kojima et al em 6 paises diferentes, que encontrou
uma reducéo de 90,4% do risco de reinfecgio por COVID-19 por até 10 meses.?® Além disso,
esse estudo demonstrou que pessoas com COVID-19 anterior tiveram um nivel de protecéo
semelhante e duravel quando comparadas as pessoas vacinadas contra SARS-CoV-2.
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8. CONCLUSAO

Ao comparar os epitopos de proteina Spike da variante Delta com os epitopos de proteina
Spike da sequéncia isolada de Wuhan foi possivel perceber grande semelhanca tanto
qualitativa quando quantitativamente. Apesar disso, as variacbes encontradas entre as
sequéncias provavelmente possuem repercussdo na maior transmissibilidade e maior
gravidade do quadro clinico relatadas pela infec¢do pela Delta. Ademais, foi demonstrado
que a infeccdo por diferentes variantes esta provavelmente relacionada com a protecdo contra
reinfeccdo pelo SARS-CoV-2.
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APENDICE
A. POTENCIAS EPITOPOS ENCONTRADOS PELO NETCTLPAN PARA HLA-A, HLA-B
E HLA-C DE PROTEINA SPIKE REFERENTE A SEQUENCIA DE REFERENCIA

Sequéncia referéncia - Spike

Peptideos que se ligam ao HLA Peptideos que se ligam ao HLA B Peptideos que se ligam ao HLA

A com rank <0.15 com rank < 0.15 C com rank <0.15
Posicdo Quantidade Posicdo Quantidade Posicéo Quantidade

1 360 10 868 7 868 15
2 161 7 895 6 885 9
3 257 7 83 5 1 7
4 268 6 159 4 159 7
5 301 6 235 4 23 4
6 453 6 711 4 101 4
7 1098 6 713 4 365 4
8 88 4 814 4 368 4
9 191 4 1211 4 504 3
10 457 4 1015 3 895 3
11 603 4 23 2 161 2
12 1236 4 55 2 257 2
13 717 3 154 2 717 2
14 732 3 1180 2 195 1
15 864 3 7 1 83 1
16 1207 3 161 1 192 1
17 35 2 167 1 201 1
18 369 2 240 1 268 1
19 416 2 344 1 356 1
20 724 2 368 1 508 1
21 776 2 463 1 686 1
22 868 2 556 1

23 975 2 589 1

24 1059 2 624 1

25 143 1 698 1

26 201 1 877 1

27 356 1 1205 1

28 365 1

29 488 1

30 634 1

31 690 1

32 733 1

33 1064 1
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B. POTENCIAS EPITOPOS ENCONTRADOS PELO NETCTLPAN PARA HLA-A, HLA-B
E HLA-C NA SEQUENCIA DE PROTEINA SPIKE DA VARIANTE DELTA

EPI_ISL 6661895 - Delta 1 - Spike

Peptideos que se ligam ao Peptideos que se ligam ao Peptideos que se ligam ao HLA C com
HLA A com rank <0.15 HLA B com rank <0.15 rank <0.15
Posicdo Quantidade Posicdo Quantidade Posicdo Quantidade

1 358 10 866 7 866 15
2 159 7 893 6 883 9
3 255 7 83 5 1 7
4 299 6 149 4 157 7
5 451 6 157 4 23 4
6 1096 6 233 4 101 4
7 266 5 709 4 363 4
8 88 4 711 4 366 4
9 149 4 812 4 502 3
10 189 4 1209 4 893 3
11 455 4 1013 3 159 2
12 601 4 23 2 238 2
13 1234 4 55 2 255 2
14 715 3 152 2 715 2
15 730 3 1178 2 83 1
16 862 3 7 1 199 1
17 35 2 159 1 266 1
18 143 2 165 1 506 1
19 367 2 238 1 684 1
20 414 2 342 1

21 722 2 366 1

22 774 2 461 1

23 866 2 587 1

24 973 2 622 1

25 1057 2 696 1

26 199 1 875 1

27 354 1 1203 1

28 363 1

29 486 1

30 632 1

31 688 1

32 731 1

33 1062 1

34 1205 1




