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RESUMO

O Nipah (NiV) € um virus zoondtico emergente pertencente a familia Paramyxoviridae,
envolvido em doencas respiratorias e neurologicas fatais em humanos. Recentemente, a
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) declarou o NiV como um patégeno prioritario para
pesquisa e desenvolvimento de estratégias de diagndstico, prevencdo e tratamento. Devido a
falta de medicamentos antivirais eficazes e a transmissibilidade em maltiplos hospedeiros, NiV
representa um grande desafio para a salde publica com o risco potencial de proliferacéo
pandémica ou aplicacdo como agente de bioterrorismo. No presente estudo, 0s epitopos virais
foram preditos e selecionados de acordo com parametros fisico-quimicos, seletividade e
afinidade a diferentes variantes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classes
I e Il. Em seguida, esses peptideos foram conectados usando ligantes de residuos. p-defensinas
também foram adicionadas (como adjuvantes) aos modelos estruturais para aumentar a
imunogenicidade. A antigenicidade, imunogenicidade, alergenicidade, bem como as
propriedades fisico-quimicas das estruturas de proteinas multi-epitopo projetadas também
foram avaliadas usando métodos computacionais. Simulagdes de docagem molecular e de
dindmica molecular foram realizadas entre os modelos projetados com quatro receptores toll-
like humanos, para explorar o modo de ligacédo e a estabilidade do complexo antigeno-TLR.
Também foram analisadas as interacGes entre cada epitopo predito e estruturas de MHC-I e
MHC-I1, usando modelagem molecular. Finalmente, a adaptacdo de cddons das sequéncias de
cDNA projetadas e analises de expressdo in silico usando sistemas bacterianos (Escherichia
coli) foram realizadas para permitir um melhor desempenho para a expressao heteréloga das
proteinas imunogénicas. Os modelos de proteinas propostos se mostraram como potencialmente
antigénicos e ndo alergénicos; e contém epitopos imunodominantes provenientes de todas as
proteinas virais antigénicas. Ambos os modelos moleculares demonstraram ter afinidade e
seletividade satisfatorias com o TLR3. Os epitopos conservados e ndo toxicos selecionados
mostraram um alto potencial para formar interacdo molecular estavel com véarias moléculas de
MHC que cobrem mais de 98,0% da populacdo humana em todo o mundo. Além disso, a analise
das sequéncias de cDNA de ambos os modelos foi predita com expressdo adequada em
linhagens hospedeiras bacterianas, o que poderia facilitar ainda mais sua expressao heteréloga.
Em conjunto, as analises computacionais forneceram insights sobre proteinas multi-epitopos
biologicamente viaveis para vacinas candidatas contra o NiV que fornecem uma compreensdo
importante sobre a imunogenicidade das proteinas virais, constituindo-se como modelos com
propriedades otimizadas para o desenvolvimento de vacinas de proxima geracao.

Palavras-chave: Henipavirus. Imunoinformatica. Vacinas multi-epitopo. Modelagem
Molecular.



ABSTRACT

Nipah (NiV) is an emerging zoonotic virus belonging to the Paramyxoviridae family, involved
with fatal respiratory and neurological diseases in humans. Recently, the World Health
Organization (WHO) declared NiV as a priority pathogen for research and development of
diagnostic, prevention, and treatment strategies. Due to the lack of effective antivirals drugs
and its potential transmissibility in humans, NiV represents a great public health challenge with
the potential risk of pandemic proliferation or application as bioterrorism agent. In the present
study, using immunoinformatics and molecular modeling approaches, we designed multi-
epitope proteins recognized by T and B cell lymphocytes using epitopes conserved among
known strains of NiV. The predicted epitopes were selected according to physicochemical
parameters, selectivity, and affinity binding to major histocompatibility complex (MHC)
classes I and I1. Then, these polypeptide chains were bonded using residues linkers. B-defensin
adjuvants were also added to the structural models to increase immunogenicity. The
antigenicity, immunogenicity, allergenicity, as well as, the physicochemical properties of the
designed multi-epitope proteins structures were also evaluated using computational methods.
Molecular docagem and molecular dynamics simulations were performed between models
designed with four human toll-like receptors, to explore the binding mode and stability of the
TLR antigen complex. The interactions between each predicted epitope and MHC-1 and MHC-
Il structures were also analyzed, using molecular modeling. Finally, the codon adaptation of
the projected cDNA sequences and in silico expression analyzes using bacterial systems
(Escherichia coli) were performed to allow a better performance for the heterologous expression
of the immunogenic proteins. The proposed protein models were shown to be potentially
antigenic and non-allergenic; and contain immunodominant epitopes from all antigenic viral
proteins. Both molecular models have demonstrated satisfactory affinity and selectivity with
TLR3. The selected conserved and non-toxic epitopes showed a high potential to form stable
molecular interaction with various MHC molecules that cover more than 98.0% of the human
population worldwide. In addition, the analysis of the cDNA sequences of both models was
predicted with adequate expression in bacterial host lines, which could further facilitate their
heterologous expression. Together, the computer analysis provided insights into biologically
viable multiepitope proteins for candidate NiV vaccines that provide an important
understanding of the immunogenicity of viral proteins, constituting models with properties
optimized for the development of next generation vaccines.

Keywords: Henipavirus. Immunoinformatics. Multi-epitope vaccines. Molecular modelling.
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1 INTRODUCAO

O virus Nipah (NiV) € um patdgeno da familia Paramyxoviridae, género Henipavirus,
considerado como um virus zoon6tico emergente mortal, dotado de potencial para gerar graves
danos a satde humana e animal (RAMPHUL et al., 2018). O NiV foi isolado pela primeira vez
na Malasia durante um surto em 1998 (CHUA et al., 1999) e, subsequentemente, em Cingapura
(1999) (PATON et al., 1999), Bangladesh (2001) (HSU et al., 2004), india (2001) (CHADHA
et al., 2006a) e nas Filipinas (2014) (CHING et al., 2015). Desde entdo, pequenos surtos
esporéadicos foram observados no Sul e Sudeste Asiatico, com taxas de mortalidade variando
entre 40% e 80% (ARANKALLE et al., 2011). Os surtos tém seguido a distribui¢do geogréfica
da expanséo de atividades econémicas em regides de presenca género de morcegos frugivoros
Pteropus, reservatérioresponsavel pela expansdo desta infeccéo por secrecdo de saliva ou urina
em frutas consumidas por animais e humanos (RAHMAN et al., 2010). NiV é transmitido de
animais, como porcos e outros mamiferos para humanos e também pode ser transmitido
diretamente entre pessoas (HALPIN et al., 2011). Os sintomas geralmente aparecem entre 5 e
14 dias ap6s a exposicdo (RAVEENDRAN et al., 2018a). As infec¢cbes humanas variam de
infeccdo assintomatica a manifestagdes clinicas sintomaticas com febre, dores de cabeca,
mialgia, infeccdo respiratoria aguda e encefalite, com potencial para progredir para coma em
um periodo bastante curto (24 a 48 h) (ARUNKUMAR et al., 2018; HOSSAIN et al., 2008).
Além disso, condi¢des neuroldgicas de longo prazo foram relatadas em sobreviventes (CHANG
et al., 2007). Atualmente, ndo ha medicamentos ou vacinas disponiveis comercialmente para a
infeccdo por NiV. O tratamento basico é baseado em medicamentos antivirais como favipiravir
e ribavirina, que monstraram atuar contra os sintomas dos pacientes com eficacia modesta, no
entanto, apresentando varios efeitos colaterais (BRODER et al., 2013; DAWES et al., 2018).

Vérios hospedeiros do NiV mantém contato com as civilizagbes humanas, o que
favorece as adaptagOes virais ao genoma humano induzidas por forgas evolutivas. Assim, as
cepas emergentes de NiV com maior transmissibilidade humana poderiam gerar consequéncias
devastadoras a salde mundial (LUBY, 2013). Recentemente, um estudo usando uma
abordagem baseada em aprendizado de maquina identificou espécies de morcego fora do género
Pteropus como hospedeiros potenciais de NiV na Asia, Austréalia e Oceania, uma regifo coberta
por aproximadamente 2 bilhdes de pessoas (PLOWRIGHT et al., 2019). Dada sua ameaca
potencial a seguranca da saude global, a infeccéo por NiV foi designada como doenca prioritaria

pelo Projeto de Pesquisa e Desenvolvimento da Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
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(REUSKEN, 2018). O NiV também foi incluido como uma prioridade para o desenvolvimento
de vacinas pela Coalizdo para Inovacfes em Preparacdo para Epidemias (CEPI) e é classificado
como um virus de nivel 4 de biosseguranca. Além disso, seu alto potencial para atuar como
agente de bioterrorismo demarca sua categoria como patogeno C, isto é, patdégeno considerado
potencial para gerar doencas infecciosas emergentes e que pode ser utilizado para disseminagédo
em massa (RAVEENDRAN et al., 2018). Apesar de sua relevancia para a satde publica, ainda
poucos avancos cientificos foram alcancados para encontrar um tratamento adequado e
prevencdo da infeccdo por NiV. Portanto, ha uma necessidade urgente de pesquisa e
desenvolvimento de medicamentos e vacinas para prevenir e/ou controlar futuros surtos.

Ferramentas modernas tém sido progressivamente aplicadas, incluindo tecnologia de
DNA recombinante e design de vacina baseado em epitopos. Em comparag¢do com as vacinas
classicas e vacinas de epitopo Unico, as vacinas de multiplos epitopos tém conceitos de projeto
especiais: consistem em epitopos que podem ser reconhecidos por receptores de células T
(TCR) ou receptores de células B (BCR) de varios subtipos, induzem fortes respostas imunes
celulares e humorais, expandem o espectro da resposta imune pela associacdo de varios
antigenos. Além disso, esta abordagem introduz componentes estruturais validados que
aumentam a imunogenicidade, tais como adjuvantes, e podem reduzir a presenca de epitopos
indesejados que possam desencadear respostas patologicas ou efeitos adversos (LENNERZ et
al., 2014; LIN et al., 2016; LU et al., 2017a; SAADI; KARKHAH; NOURI, 2017). Com base
nisso, as ferramentas de imunoinformatica e de modelagem molecular podem auxiliar no
planejamento de proteinas imunogénicas multi-epitopo com o objetivo de desenvolver uma
vacina de proxima geracdo (BRENNICK et al., 2017; KUO et al., 2014). Esta estratégia foi
aplicada com sucesso no estudo de diferentes virus, como o herpesvirus humano-8
(CHAUHAN et al., 2019), virus da dengue (ALI et al., 2017), virus da hepatite C (IKRAM et
al., 2018), virus zika (USMAN MIRZA et al., 2016), coronavirus relacionado a sindrome
respiratoria do Oriente Médio (SRIVASTAVA et al., 2018), virus chikungunya (HASAN et al.,
2015) e virus Mayaro (RODRIGUES et al., 2019). Além disso, algumas vacinas de multiplos
epitopos entraram em ensaios clinicos (LENNERZ et al., 2014; OYARZUN; KOBE, 2016). O
protecoma do NiV contém nove potenciais proteinas candidatas envolvidas na evasdo
imunologica e patogénese no hospedeiro humano que pode ser explorada para a producdo de
novas vacinas (Tabela 1) (SATTERFIELD et al., 2015; SATTERFIELD; DAWES;
MILLIGAN, 2016a).
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Tabela 1- Proteinas codificadas pelo genoma NiV, identificadas por seu simbolo, cédigo de acesso Uniprot, e suas
funcbes moleculares envolvidas com o ciclo de vida do virus.

Cddigo de
Proteina acesso Funcdes moleculares Referéncias
(UniProt)
Fusdo de membranas virais e DIEDERICH; MAISNER,
Glicoproteina de fusdo FO (F) Q9IH63 celulares 2007; JARDETZKY;
LAMB, 2014
i . Fixacdo a célula hospedeira DIEDERICH; MAISNER,
Glicoproteina G (G) Q9IH62 de destino 2007; JARDETZKY;
LAMB, 2014
. Montagem e brotamento de BHARAJ et al., 2016;
Proteina de matriz (M) Q9IK90 . WATKINSON; LEE,
virions
2016
HUANG et al., 2011;
Nucleoproteina (N) Q9IK92 Encapsidagdo do genoma YABUKARSKI et al.,
2014
RNA polimerase L Transcricdo de mRNA viral, HARCOURT et al., 2000;
Q997F0 Seu capeamento e TOMAR; KAUR; SINGH,
dependente de RNA (L) . —
poliadenilacéo 2019
Componente do complexo
Fosfoproteina (P) Q9IK91 de transcricéo e replicagédo BRUHN etal., 2014
de RNA polimerase
. . . .. MATHIEU et al., 2012;
Proteina C (C) Q997F1 Bloque_la 0 sistema antiviral PARK et al., 2003
de interferon celular
RODRIGUEZ;
. I . PARISIEN; HORVATH,
Proteina V (V) Q997F2 Inlblgzood:Orsi)sepdzsitra;|mune 2002: SATTERFIELD et
al., 2015
PARK et al., 2003;
Proteina W (W) POC1C7 Bloqueio de IFN-a e IFN-B SATTERFIELD et al.,
2015

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Atualmente, varios estudos in silico se concentraram na andlise de epitopos das
proteinas F e G do NiV (ALI; MORSHED; HASSAN, 2015; SAHA et al., 2017; SAKIB et al.,
2014). No entanto, para projetar proteinas multi-epitopo visando o desenvolvimento de uma
vacina, é relevante desenhar a estrutura com inclusdo de partes mais antigénicas de mdultiplas
proteinas virais para eliciar a resposta imune (STERN et al., 2017). Com base nessa premissa,
no presente estudo, foram exploradas duas estratégias envolvidas com o projeto computacional
de antigenos multi-epitopos do NiV: Na primeira, foram selecionados epitopos da glicoproteina
de fusdo (F) e glicoproteina G, ambas presentes na superficie viral e validadas
experimentalmente com atividade imunomodulatéria contra NiV (BOSSART et al., 2012;
DEBUYSSCHER et al., 2014; MCEACHERN et al., 2008). A segunda consistiu em uma

selecdo de epitopos de proteinas codificadas pelo genoma de NiV com atividades
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imunomodulatérias preditas (MATHIEU et al., 2012; SATTERFIELD et al., 2015). Dessa
forma, foi avaliado o potencial de duas proteinas imunogénicas de multiplos epitopos com
potencial para auxiliar no desenvolvimento de uma vacina de proxima geracao para combater

a infeccdo por NiV.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Virus Nipah

O virus Nipah (NiV) é um patdgeno zoon0tico emergente, pertencentente a familia
Paramyxoviridae, constituindo-se como grande ameaca para a salde humana e animal; E
definido pela Organizacdo Mundial da Saide como uma doenca prioritaria para a pesquisa
cientifica (REUSKEN, 2018). O virus foi identificado pela primeira vez ap6s um surto de
doenca respiratdria e neurologica em porcos e subsequente encefalite em humanos na Malasia
e Singapura em 1998-99 (PATON et al., 1999).

Inicialmente, pensou-se que o surto fosse causado pelo virus da encefalite japonesa do
virus B (JEV) transmitido por mosquito devido a sua associagcdo com porcos infectados e a
deteccdo de IgM especifica para o JEV em soros de pacientes. No entanto, a infec¢cdo pareceu
ser contraida apos contato direto com porcos, 0 que ndo é uma caracteristica da infeccdo por
JEV, assim como os principais afetados foram individuos adultos, diferentemente de JEV. Os
isolados de virus foram subsequentemente confirmados como sendo um paramixovirus e o virus
foi nomeado como Nipah, apos surto na aldeia de Sungai Nipah, onde o virus foi isolado pela
primeira vez (CHUA, 2000; PATON et al., 1999).

A epidemiologia relacionada ao NiV néo foi totalmente compreendida. No entanto, surtos
limitados de NiV em humanos ja foram documentados na Malasia, Cingapura, Bangladesh e
india. O mais recente ocorreu em 2018, onde 17 fatalidades foram registradas a partir de
encefalite associada a Nipah no estado de Kerala, na india (ARUNKUMAR et al., 2018). O
género de morcegos Pteropus é o principal responsavel por espalhar essa infeccdo secretando
saliva ou urina em frutas consumidas por animais e humanos (HALPIN et al., 2011). De acordo
com o relatério do National Center for Disease Control, apds o primeiro surto significativo do
(TAN et al., 2002), os surtos tem periodicamente se expandido de acordo com a localizacéo

geografica dos morcegos (Figura 1).
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Figura 1- Distribuicdo geografica dos surtos henipavirais e morcegos da familia Pteropodidae.

R

h---.-.-"..

. BT

¢ Local de coleta de morcegos positivo para henipavirus
i *  Surtos de henipavirus
;“ T Area de vida de Preropus spp.
| %uusd Areadevida da familia Pteropodidae
= Paises em risco eminente

- Paises com surtos reportados

¢
0 750 150 3,000 Kiigreters
T
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O NiV é um dos virus zoonéticos emergentes de maior letalidade conhecidos
(CLAYTON, 2017; THIBAULT et al., 2017). O potencial para expansao do contagio viral
parece derivar de varias caracteristicas: disponibilidade de populacdo humana suscetivel, varias
cepas virais com potencial para transmissao de pessoa para pessoa e a natureza propensa a erros
de replicacdo do virus de RNA. Surtos de doenca de NiV em regides densamente povoadas
como o Sul da Asia podem levar a pandemias, devido & ampla conectividade global (LUBY,
2013). Muitos fatores ecoldgicos e moleculares estdo por tras da expansdo do NiV em seres

humanos, embora a complicada interagéo entre eles ndo seja clara (THIBAULT et al., 2017).

2.1.1 Caracteristicas biologicas

O virus Nipah é envelopado, de formato pleomdrfico, com genoma de RNA de sentido
negativo de fita tnica (BRODER; WONG, 2016). Sob microscopio eletrénico, o NiV possui
um padrdo de estrutura morfolégica semelhante ao de outros membros da familia
Paramyxoviridae. Como outros paramixovirus, o NiV também possui seis genes, que
codificam: proteina de fusdo (F), glicoproteina (G), proteina de matriz (M), nucleocapsideo
(N), fosfoproteina (P) e proteina polimerase (L). O gene da fosfoproteina (P) codifica ainda
outras trés proteinas acessorias importantes conhecidas como C, V e W (CLAYTON; WANG,;
MARSH, 2013; HARCOURT et al., 2000, 2005), totalizando nove proteinas virais.
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A proteina C desempenha um papel muito importante na regulacdo da sintese de RNA
viral e do fator de viruléncia. As proteinas V e W sdo cruciais para a viruléncia e atuam inibindo
a ativacao de um promotor indutor de interferon (HARCOURT et al., 2000, 2005). A proteina
W atua ainda como inibidora da via de sinalizacao do receptor toll-like 3 (TLR3), enquanto as
proteinas V e C atuam na sinalizacdo de interferon-gama (IFN-y), interagindo com STAT1 e
proteina STAT2 (CHUA, 2000; SHAW et al., 2005). A proteina N é responsavel pela
encapsidacao do genoma do virus e, portanto, protege a atividade da nuclease (YABUKARSKI
et al., 2014). Além disso, a proteina da matriz, a proteina M é responsavel pela integridade
estrutural do virion. A glicoproteina de fusdo F monstra um papel promissor na fusdo da
membrana viral com a membrana da célula hospedeira, resultando na entrega de todo o
conteddo no citoplasma hospedeiro (HARCOURT et al., 2000). Por fim, a glicoproteina G
contribui para a fixacdo do virus para os receptores da superficie da célula hospedeira
(HARCOURT et al., 2000). A proteina G tetramérica forma uma interagdo bidentada com a
proteina F homotrimérica do NiV antes da ligagdo ao receptor (STONE et al., 2016).

Figura 2- Representacéo dos principais constituintes da estrutura do Nipah virus.

Proteina da matriz (M)

RNA

. Polimerase |
| osfoproteina (P)

Fonte: Adaptado de Singh et al., 2019.
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Variagdes de cepas foram observadas entre isolados humanos de NiV coletados de
surtos na Malasia, india e Bangladesh. Da mesma forma, isolados de virus NiV de amostras de
morcegos que foram coletados em diferentes areas geogréaficas também apresentaram variagdo
gendémica (CHADHA et al., 2006b; HARCOURT et al., 2005; REYNES et al., 2005). Uma
analise de similaridade pareada entre as seqiiéncias de nucleotideos recuperadas dos genes N e
G de NiV foi realizada atraves de bioinformética (Tamura et al. 2013), monstrando a circulacéo
de duas grandes cepas de NiV: NiV-B (Bangladesh) e NiV-M (Malésia). Estas representam
duas linhagens com comprimento do genoma de 18.246 nucleotideos e 18.252 nucleotideos,
respectivamente. A homologia de aminoacidos entre as proteinas expressas por NiV-M e NiV-
B é >92%, enquanto hd 91,8% de similaridade entre as sequéncias de nucleotideos
(HARCOURT et al., 2005). Como o NiV é um virus de RNA de cadeia simples, os virions
precisam empacotar sua prépria RNA polimerase dependente de RNA, codificada pelo gene L,
para permitir a transcricdo e a replicacdo (AGUILAR et al., 2016).

O NiV mostra uma relagdo estreita com o hendra virus (HeV), estando
subsequentemente classificados em seu préprio género (henipavirus) (RAVEENDRAN et al.,
2018). NiV mostra 68% a 92% e 40% a 67% de similaridade com o hendra virus (HeV) em
regibes codificadas por proteinas e regides ndo traduzidas, respectivamente (CLAYTON,;
WANG; MARSH, 2013; GOLDSMITH et al., 2003; WANG et al., 2001). Anticorpos contra 0
NiV também reagem de forma cruzada com HeV, mas ndo contra outros membros da familia
(ZHU et al., 2005). Em contraste com outros paramixovirus, os genomas de NiV e HeV sédo
muito mais longos, isto é, 18,2 e 15,5 kb, respectivamente. Os genes P de ambos o0s virus sdo
mais longos que outros membros da familia Paramyxoviridae (MAYO, 2002; WANG et al.,
2000). Ambos os virus ndo mostram as atividades de hemaglutinina e neuraminidase que séo
caracteristicas comuns de outros paramixovirus. E também, ambos os virus tém ampla gama de
hospedeiros, enquanto outros membros do paramixovirus tém um pequeno ndmero de
hospedeiros (WANG et al., 2001; YU et al., 1998). Mais recentemente, virus relacionados,
como o virus cedar, o virus do morcego ganés e o virus henipa-like mojiang também foram
classificados neste género, embora a evidéncia de infeccdo e doenca em humanos seja limitada
(FERNANDEZ-AGUILAR et al., 2014; J.F. et al., 2009; MARSH et al., 2012).

2.1.2 Patogénese viral e imunobiologia da infeccéo
No estégio inicial da doenca em humanos, a deteccdo de NiV pode ser feita em celulas

epiteliais do bronquiolo (CHUA et al., 2001). Antigenos virais podem ser detectados em
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brénquios e alvéolos em modelos animais experimentais; os alvos primarios séo epitélio dos
brénquios e pneumacitos tipo 11 (ROCKX et al., 2010). As citocinas inflamatdrias s&o induzidas
devido a infeccdo do epitélio do trato respiratdrio; assim, o recrutamento de células do sistema
imunologico e, finalmente, levando ao desenvolvimento de doenca semelhante a sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA) (ROCKX et al., 2010). Mediadores inflamatérios
significativos, isto é, as interleucina 1a, 6 e 8, o fator estimulante de coldnias de granuldcitos
(G-CSF), o motivo C-X-C quimiocina 10 (CXCL10), dentre outros, sdo induzidos quando o
epitélio das vias aéreas (menores) fica infectado (ESCAFFRE et al., 2013). Do epitélio
respiratdrio, o virus é disseminado para as células endoteliais dos pulmdes na fase tardia da
doenca. Subsequentemente, o virus pode entrar na corrente sanguinea, seguido de
disseminacéo, livremente ou na forma ligada aos leucécitos do hospedeiro. Além dos pulmdes,
0 baco e os rins, juntamente com o cérebro, podem atuar como 6rgaos-alvo, levando a faléncia
maltipla de 6rgdos (ESCAFFRE et al., 2013; ROCKX et al., 2010).

Hé& desenvolvimento de infeccdo letal em hamsters quando leucécitos carregados com
NiV sdo passivamente transferidos (MATHIEU et al., 2011). Em suinos, ha infeccdo produtiva
de mondcitos, células natural killer (NK) juntamente com linfocitos T CD4+ e CD8+
(STACHOWIAK; WEINGARTL, 2012).

Duas vias estdo distintamente envolvidas no processo de entrada viral no sistema
nervoso central (SNC), ou seja, via hematogénica (através do plexo coroide ou vasos
sanglineos do cérebro) e/ou anterogradamente através de nervos olfatérios (WEINGARTL et
al., 2005). A barreira hematoencefalica (BHE) € rompida e IL-1b juntamente com o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-o) séo expressas devido a infeccdo do SNC pelo virus, o que acaba
levando ao desenvolvimento de sinais neurolégicos (ROCKX et al., 2010). Pode haver presenca
de corpos de inclusdo no caso de um SNC infectado em humanos. Tanto nas placas cinzentas
guanto nas brancas, as placas podem ficar evidentes junto com a necrose (ESCAFFRE et al.,
2013). E importante destacar que o virus pode entrar diretamente no SNC em vérios modelos
animais experimentais atraves do nervo olfativo. O epitélio olfatdrio da concha nasal é infectado
por NiV em tais modelos animais. A infeccdo viral se estende posteriormente através da placa
cribiforme para o bulbo olfatério. Em ultima analise, o virus é disseminado por todo o cértex
ventral, juntamente com o tubérculo olfativo (ESCAFFRE et al., 2013; PRESCOTT et al., 2012;
WEINGARTL et al., 2005). A figura 3 ilustra, em sintese, a patogénese do virus Nipah em

humanos.



Figura 3 - Representacdo da patogénese do NiV.
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Estudos de resposta imunoldgica em relacdo ao virus Nipah foram realizados por varios

pesquisadores. Uma vez que o virus exibe dois tipos de associacdo entre seus hospedeiros

(mantendo sua persisténcia na natureza por meio de hospedeiros reservatorios como morcegos

e causando condic@es clinicas fatais em animais domesticos como porcos, além dos seres

humanos), as respostas imunes podem ser especificas do hospedeiro (CHUA, 2000;
KULKARNI et al., 2013; NEGRETE et al., 2005). Vérias proteinas dos henipavirus bloqueiam

as respostas imunes inatas do hospedeiro, sobretudo as proteinas V, C e W. Em resposta a varios

estimulos, a producdo de interferons pode ser inibida tanto pelas proteinas V quanto W,

enquanto a capacidade dos interferons para sinalizacdo é bloqueada pelas proteinas P, V e W,

levando a indug&o do bloqueio de um estado de resposta antiviral celular (BASLER, 2012).

O sistema imunologico inato de morcegos pteropideos é notavel por possuir um sistema

de interferon Tipo 1 que pode restringir a replicacédo viral precoce dentro de seu corpo (ZHOU

et al., 2016). Este modo de a¢do tem sido associado também a varios genes estimulados por

interferon (ISG), particularmente aqueles envolvidos em vias ndo inflamatorias, de modo que
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a elevacdo da resposta do interferon em morcegos néo é aliada a inflamac&o crénica, como no
caso de roedores e humanos (HALPIN et al., 2011). Devido a estas diferencas, as células de
morcego sao preparadas para reagir imediatamente ao ataque viral, mas apenas até um nivel de
restricdo de replicacdo (ZHOU et al., 2011a, 2011b). Os morcegos possuem um repertorio
comparativamente maior de imunoglobulinas simples com mais especificidades, favorecendo a
selecdo clonal direta de linfocitos B para a producéo de anticorpos.

Nessa condicéo, pode haver estagios de maturacao de hipermutacéo e afinidade pobres
ou inexistentes nas células B, levando a respostas mais fracas e producdo restrita de anticorpos
do que outras espécies. Estas caracteristicas contribuem para o atraso na depuragdo viral e
persisténcia do virus por um periodo bastante longo (SCHOUNTZ et al., 2017). Estudos
comparativos do virus Nipah conduzidos em morcegos pteropideos e hamsters reforcam esses
pontos, ja que o virus apresentou menor multiplicacéo e desprendimento das células endoteliais
do morcego, bem como com respostas de anticorpos mais fracas ap6s os estudos (LO et al.,
2010).

Outro mecanismo imune dentro dos morcegos para prevenir a completa eliminacdo do
virus Nipah é a modulacdo das respostas antivirais dos morcegos em relacdo a sobrevivéncia
do virus. No hospedeiro reservatorio, 0 virus emprega estratégias de evasdo imune,
especialmente contra o sistema imunoldgico inato, para escapar do ataque imune e manter a
perpetuacdo no hospedeiro (RUPPRECHT; TURMELLE; KUZMIN, 2011).

Tais estratégias de evasao sdo mediadas atraves de proteinas acessorias codificadas no
virus (SCHOUNTZ et al., 2017). O gene P do virus Nipah (que codifica a fosfoproteina
associada a polimerase) desempenha um papel fundamental na evasdo da resposta imune do
hospedeiro (SHAW, 2009), inibindo as respostas antivirais através do bloqueio das vias de
sinalizacdo mediadas por interferons, especialmente a via de sinalizacdo JAK-STAT estimulada
por STAT1 (SHAW, 2009).

mbora o virus Nipah efetivamente suprima a producdo de citocinas antivirais na fase
inicial da infeccdo, foi sugerida a liberacdo de alguma quantidade de citocinas inflamatdrias, o
que pode ser atribuido a elevacdo da permeabilidade vascular, favorecendo a disseminacao viral
(SCHOUNTZ, 2014). Presenca de inclusdes antigeno-positivas nos tecidos cerebrais de
pacientes com Nipah e encefalite viral apontam para a inadequacdo de respostas inatas e
adaptativas para prevenir a disseminacao viral. Esses resultados sugerem a incapacidade de
células dendriticas residirem no ponto de entrada primario do virus; especialmente no trato
respiratdrio e pulmdes, tornando ineficiente a captura de antigenos e restricdo de tecidos (TAN

et al., 2002). Evidéncias também sugerem a supresséo da expressao do complexo principal de
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histocompatibilidade de classe I (MHC-1) em células imunes pelas proteinas virais, levando a
uma repressdo tanto na apresentacdo do antigeno pelas células apresentadoras de antigeno
guanto a estimulacdo para a montagem de respostas adaptativas, resultando em disseminacéo e
persisténcia virais em outros 6rgdos-alvo (DASGUPTA et al., 2014; SETO et al., 2010).

Além disso, a evasdo imunoldgica por longo tempo também é responsavel pela
persisténcia do virus nos tecidos cerebrais e conseqiente recaida e inicio tardio da encefalite
induzida por citocinas e quimiocinas que destroem o tecido nervoso (TAN et al., 2002). O papel
crucial das moléculas de RNA mensageiro (mMRNA) presentes no genoma de NiV na inibicéo
de vérios genes hospedeiros, auxiliando assim a propagacdo viral e patogénese também tem
sido relatados (SAINI et al., 2018). Dessa forma, a patogenicidade do virus Nipah em suinos e
em humanos pode ser correlacionada com sua capacidade e magnitude de escapar das respostas
imunes no hospedeiro reservatorio. Embora o virus atinja varios hospedeiros, taxas mais altas
de letalidade estdo sendo associadas com surtos humanos até o0 momento, o que justifica um
estudo abrangente para elucidar e explorar a evolugdo viral e adaptacdo em diferentes
hospedeiros (KULKARNI et al., 2013).

2.1.3 Sinais clinicos e sintomas

A infeccdo por NiV em humanos produz uma sindrome encefalitica caracterizada
principalmente por cefaléia, pirexia e outros sintomas neuroldgicos. A febre foi encontrada
como sintoma universal seguido de cefaleia em 65% a 88% dos pacientes com a infec¢do (GOH
et al., 2002). Houve grandes diferencas entre o nivel de consciéncia dos pacientes infectados,
variando entre 55% a 90% (HSU et al., 2004; LUBY et al., 2009). Além da febre, outros
sintomas como vOémitos, tontura, anormalidades do tronco encefélico e reflexos reduzidos ou
ausentes também foram observados com frequéncia durante surtos de NiV (GURLEY et al.,
2007; ICDDRB, 2004).

Os sintomas respiratdrios estdo em segundo lugar entre os mais comuns, ficando atras
apenas dos sintomas neurolégicos da infecgdo por NiV. Tosse, frio e dispnéia foram os sintomas
respiratérios mais comuns relatados, enquanto dor abdominal, diarréia, gastrite e constipacéo
foram relatados em poucos casos (CROSER; MARSH, 2013; GOH et al., 2002). Taxas mais
altas de infec¢des respiratorias e toracicas nos surtos de Bangladesh do que durante os surtos
de Malésia e Cingapura podem ser atribuidas a transmissdo do virus entre humanos no
Bangladesh (CLAYTON et al., 2012; ISLAM et al., 2016).
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2.1.4 Fatores de risco e mecanismos de transmissao do virus Nipah

Os estudos epidemioldgicos de surtos de NiV na Malasia, Singapura, Bangladesh,
Filipinas e India sugeriram que varios fatores desempenham um papel crucial na transmisséo
de NiV para humanos. O contato proximo com animais infectados com NiV, reservatorios
animais e consumo de alimentos contaminados sdo fatores responsaveis para a transmissao
(ISLAM et al., 2016). Porcos infectados com NiV foram observados como fonte principal de
infeccdes humanas (92%) durante surtos na Malésia e em Singapura (PARASHAR et al., 2002).
A infeccdo por NiV entre suinos e humanos provavelmente ocorreu por via respiratéria. O
controle e o estudo experimental também comprovam a via oral e respiratoria como as
principais vias de transmissdo (BRODER; WONG, 2016).

No caso de surtos de Bangladesh, ndo foram encontradas evidéncias claras de
transmissdo por porcos, mas o consumo de alimentos contaminados por secrecfes de raposas
voadoras foi uma das principais fontes de infec¢do por NiV (RAVEENDRAN et al., 2018b). O
NiV foi isolado da urina e do trato respiratério de amostras de humanos infectados durante o0s
surtos da Malasia, sugerindo a possibilidade de transmissdo humana (SAZZAD et al., 2013).
Em um estudo envolvendo furGes como modelo animal, foi relatado que a cepa de Bangladesh
de NiV exibe maior excrecdo oral do que outras cepas. No entanto, seu mecanismo ainda néo
foi bem elucidado (CLAYTON et al., 2012). A transmissdo pessoa a pessoa nédo foi provada
experimentalmente em surtos de Malasia e Singapura, mas ha fortes evidéncias da transmissao
pessoa a pessoa em Bangladesh e em surtos ocorridos na india (GURLEY et al., 2007; ISLAM
etal., 2016).

2.1.5 Tratamento e profilaxia

O tratamento para o NiV é ainda paliativo, porque ndo existem antivirais ou vacinas
comercialmente disponiveis (SINGH et al., 2019). A ribavirina e o aciclovir chegaram a ser
utilizados para tratar a infeccdo por NiV em surtos anteriores (THIBAULT et al., 2017). No
surto da Malasia, a ribavirina foi administrada por via oral ou intravenosa em pacientes com
encefalite; a taxa de mortalidade foi reduzida em 36% (CHONG et al., 2001). No surto de
Singapura, o aciclovir foi administrado a todos os pacientes com encefalite por NiV, mas 0s
mecanismos de acdo do medicamento ndo foram elucidados (PATON et al., 1999). Em recente
estudo in vivo, o antiviral favipiravir (T-705) mostrou resultados promissores quando testado

em hamsters infectados (DAWES et al., 2018), porém sem dados consistentes em humanos.

2.1.5.1 Imunizagéo Passiva
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2.1.5.1.1 m102.4

Um anticorpo monoclonal humano (mAb) especifico para a glicoproteina G de
henipavirus foi isolado a partir de uma biblioteca de anticorpos. Este mAb, m102.4, é especifico
para um epitopo no sitio de ligacao dos receptores Efrina-B2 e Efrina-B3 de G e mostrou forte
atividade neutralizadora de reagdo cruzada contra HeV e NiV (ZHU et al., 2008). O m102.4 é
capaz de prevenir a doenca em furdes e primatas ndo humanos inoculados com uma dose
uniformemente letal de cepas nipavirais em varios momentos apds a exposicdo (BOSSART et
al., 2009; GEISBERT et al., 2014; MIRE et al., 2016). Esse tipo de imunizacdo passiva, no
entanto, seria mais adequado como tratamento pds-exposicdo em situacdes futuras de surto
(MIRE et al., 2016).

2.1.5.2 Imunizacdo ativa
2.1.5.2.1 Vacinas de subunidade

Uma vacina de subunidade (que utiliza somente fragmentos antigénicos de um
microrganismo) baseada em uma forma soltvel e oligomérica recombinante da proteina G de
hendra virus capaz de proteger completamente os animais contra NiV sem sinais de doenca
clinica ou evidéncia de replicagdo ou patologia viral foi desenvolvida. Gatos e furdes vacinados
desenvolveram altos niveis de 1gG e anticorpos naturais (nAbs) de reagdo cruzada (BOSSART
et al., 2012; PALLISTER et al., 2013). Essa vacina foi posteriormente aprovada como uma
vacina para uso em cavalos (Equivac®) na Australia (BRODER et al., 2013). No entanto, outro
estudo mostrou que porcos vacinados desenvolveram respostas de reacdo cruzada baixas ao
NiV ap0s teste, indicando que uma resposta de imunidade mediada por células também é
necessaria para conferir protecdo (PICKERING et al., 2016). Foi desenvolvida uma vacina
candidata a vacina baseada na proteina G recombinante ortloga que monstrou conferir
protecdo completa contra NiV em gatos (MUNGALL et al., 2006). Outros modelos de vacina
foram desenvolvidos, mas nenhum foi aprovado para uso em humanos (BRODER et al., 2013;
SATTERFIELD; DAWES; MILLIGAN, 2016a; WALPITA et al., 2017).

2.1.5.2.2 Vacinas vetorizadas
2.1.5.2.2.1 Vetores de poxvirus

Um dos primeiros modelos de vacinagdo descritos para NiV foi realizado num modelo
de hamster utilizando virus atenuados expressando a proteina F recombinante e/ou a proteina
G. Quando as glicoproteinas foram expressas individualmente ou em combinacéo, as vacinas

recombinantes foram capazes de conferir protecdo completa diante da contaminacdo por NiV.
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Isso também ocorreu apds a transferéncia passiva de anticorpos de hamsters vacinados com
altos titulos de nAb para outros hamsters (GUILLAUME et al., 2004). Também foi
desenvolvido um vetor de vacinas canarypox (ALVAC) que expressa F, G ou ambas as
glicoproteinas, e tem sido usado para imunizar porcos em um modelo experimental sem
disseminacgéo viral ou histopatologia sendo observada em animais vacinados. A co-expressao
de F e G produziu as respostas mais altas de nAb e, embora as respostas de nAb a vacina de F
tenham sido baixas, todos os porcos vacinados foram protegidos contra a infeccédo
(WEINGARTL et al., 2006).

2.1.5.2.2.2 Vetores do Virus da Estomatite Vesicular (VSV)

As plataformas do vetor VSV foram utilizadas em varias formas como vacinas
candidatas. Isto inclui a associacdo com as proteinas F e G de NiV (DEBUYSSCHER et al.,
2014; MIRE et al., 2013). Essas vacinas foram desenvolvidas usando as cepas NiV-M e NiV-
B, e a administracdo de dose Unica foi capaz de proteger completamente hamsters sirios
(Mesocricetus auratus) e furdes infectados com NiV. Altas concentraces de nAb,
RNA/antigenos virais em baixa e auséncia de patologia foram registrados em animais vacinados
com os vetores que expressam NiV F ou G (DEBUYSSCHER et al., 2014; MIRE et al., 2013).
Curiosamente, em hamsters vacinados com VSV que expressam apenas NiV-N uma protecao
parcial foi conferida, sugerindo um possivel papel para ambas as respostas de anticorpos

celulares e ndo neutralizantes na protecdo contra a doenca (DEBUYSSCHER et al., 2014).

2.1.5.2.2.3 Vetores de paramixovirus

Uma vacina recombinante do virus do sarampo que expressa as glicoproteinas do NiV
mostrou proteger completamente hamsters contra infeccdo de NiV. No entanto, os animais
vacinados com duas doses da mesma vacina estavam apenas parcialmente protegidos exibindo
sinais clinicos de doenca neurolégica (YONEDA et al., 2013). Outra plataforma vetorizada de
paramixovirus usando uma estirpe de virus da doenca de Newcastle recombinante que expressa
as proteinas G ou F foi também descrita. Nesses estudos, a imunogenicidade foi testada em
camundongos e suinos, onde respostas nAb e respostas de células T CD8 + foram induzidas

quando usadas isoladamente ou em combinagdo (KONG et al., 2012).

2.1.5.2.2.4 Outros vetores virais
Mostrou-se que as particulas de replicacdo do virus da encefalite equina venezuelana

que codificam as proteinas F ou G de NiV, como candidatas a vacina, induzem respostas nAb
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altamente potentes em murganhos ap6s 3 doses (DEFANG et al., 2010). Um vetor adeno-
associado também foi descrito e testado num modelo de hamster. Uma dose Unica desta vacina
foi suficiente para proteger os hamsters contra doses letais de NiV e induziu potentes respostas
de nAb (PLOQUIN et al., 2013).

2.1.5.2.3 Particulas semelhantes a virus

As proteinas F, G e M de NiV foram simultaneamente expressas em células de
mamiferos para criar com sucesso particulas semelhantes a virus (VLP) (VERA-VELASCO et
al., 2018). Estes foram testados em um modelo de camundongo e mostraram induzir uma
resposta nAb, e proteger hamsters vacinados apds um regime de 3 doses, bem como com apenas
uma dose (WALPITA et al., 2017).

Embora, atualmente, haja diversidade de modelos explorados para buscar a profilaxia
de NiV, ndo ha vacinas candidatas que tenham avancado para testes clinicos em seres humanos,
em parte devido a natureza altamente complicada dos estudos de eficacia de fase 3 em doencas
relativamente raras como o Nipah. Um candidato ideal forneceria bons niveis de protecédo apos
uma vacinacdo de dose Unica e, portanto, seria econdmico e adequado em situacGes de
emergéncia. O sucesso da vacina licenciada Equivac HeV em cavalos é um exemplo altamente

relevante de como isso pode ser alcangado.

2.1.6 Importéncia na satde publica e potencial de pandemia

Atualmente, Nipah é um agente viral de estagio Ill: pode se espalhar para os seres
humanos e causar surtos limitados de transmissdo (WOLFE; DUNAVAN; DIAMOND, 2007).
Foi sugerido que os estagios zoondticos sdo melhor compreendidos como aumentos
progressivos no nimero reprodutivo basico (RO) do agente infeccioao (LLOYD-SMITH et al.,
2009). A transi¢cdo de uma zoonose no estagio Il para um estagio IV ocorre quando o RO de
um patégeno muda de <1 para >1. A infec¢édo pelo virus Nipah possui RO médio de 0,48. No
entanto, com a emergéncia de novas cepas virais que conduzam a R0>1, em nosso mundo
globalmente conectado, a humanidade podera enfrentar uma pandemia devastadora (LUBY et
al., 2009).

O virus do sarampo, da familia Paramyxoviridae, que foi uma das principais causas de
mortalidade humana por séculos, aparentemente evoluiu entre os séculos Xl e XII a partir da
mutacdo do progenitor da peste bovina, um paramixovirus cujos hospedeiros sdo ruminantes
(FURUSE; SUZUKI; OSHITANI, 2010). A medida que os humanos domesticavam o gado,

cepas variantes desse paramixovirus associado a ruminantes desenvolveram R0 >1 em humanos
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e mataram dezenas de milhdes de pessoas nos seculos subsequentes. No mesmo sentido, existe
heterogeneidade genética substancial associada a alteragGes fenotipicas entre as cepas do virus
Nipah observadas em isolados humanos (LO et al., 2012).

E perfeitamente concebivel, portanto, que em um futuro surto possa haver um valor de
RO >1, que conduza a uma transmisséo mais eficiente e sustentada. Embora a infecgdo humana
ndo faca parte do ciclo de vida viral e ndo seja necessaria para sua sobrevivéncia e propagacéo
continuas nos morcegos, quando as mudancas no ambiente proporcionam a um agente
infeccioso novas oportunidades para atingir uma faixa ampliada de hospedeiros, a selecéo
natural favorece os agentes que produzem mais variantes, como os virus de RNA (LUBY,
2013).

De acordo com Morse et al. (2012), a formacao de uma pandemia segue uma dindmica
de infeccdo e ndo as propriedades do patdgeno, em trés fases progressivas. Mudancas
ecoldgicas, sociais ou socioeconémicas (por exemplo, mudanca no uso da terra) alteram a
dindmica da transmissdo de patdgenos no hospedeiro ou entre hospedeiros e permitem que o
patdgeno se expanda na populacdo hospedeira, se espalhe para uma nova regido, ou seja,
transmitido para outra populacdo ou espécie. Cada uma dessas mudancas aumenta a
probabilidade de o patdgeno entrar em contato e se espalhar para os seres humanos (progredir
para o estagio 2) (KARESH et al., 2012; MCARTHUR, 2019).

Os fatores que causam o surgimento do estagio 1 tendem a ser ambientais, agricolas ou
mudancas demogréficas, por exemplo, mudanca de gado para uma regido pela primeira vez ou
transporte de animais selvagens para outros locais. Tais eventos ocorreram antes do surgimento
do virus Nipah na Malasia em 1997, ap6s a criacdo intensiva de fazendas de suinos e pomares
de frutas em uma regido frequentada por morcegos. Esses morcegos comecgaram a se alimentar
de arvores frutiferas ao redor dos porcos, permitindo a transmissao viral a porcos e a emergéncia
do estagio 1 (PULLIAM et al., 2012). Da mesma forma, a mudanca no uso da terra na Africa
trouxe gado, pessoas e vida selvagem para o mesmo habitat, levando a transmissdo
multidirecional de patdgenos entre animais. e primatas ndo humanos (estagio 1), e algumas
repercussdes nas pessoas (estagio 2) (GOLDBERG, 2008).

O estagio 3 (emergéncia pandémica total), por sua vez, é caracterizado pela transmissao
sustentada de pessoa a pessoa e disseminacdo em larga escala, frequentemente auxiliada por
viagens aéreas globais (por exemplo, HIV/AIDS, sindrome respiratoria aguda grave, COVID-
19) ou pelo movimento internacional de hospedeiros ou vetores de reservatorios através do
comeércio (por exemplo, virus do Nilo Ocidental) (KARESH et al., 2012; MCARTHUR, 2019).
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Figura 4 - Pontos de acesso globais para doencas infecciosas emergentes que se originam na vida selvagem.

Estagio 3 Emergéncia pandémica

Comeércio e viagem internacionais
. HIV/AIDS
= Sindrome respiratoria aguda severa

Emergéncia localizada
Expansao do contato animal-homem

= Virus Nipah

= VirusEbola

Estagio 2

Estagio 1 Pré-emergéncia

Invas3ao do habitat de vida selvagem
Mudanca no uso da terra

Fonte: Adaptado de Morse et al., 2012.

Ainda, um banco de dados de todas as doencas infecciosas emergentes conhecidas
desde 1940, assim como a distribuicdo global das mesmas, fornece uma medida da
probabilidade de uma regido gerar uma nova doenca infecciosa emergente zoonotica. No
presente caso, a regido de surtos do virus Nipah é considerada de alto risco (Figura 5) (JONES
etal., 2008; WIETHOELTER et al., 2015).
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Figura 5 - Emergéncia de doenca zoondtica pandémica.

Alto risco

Meédio risco

Baixo risco

Fonte: Adaptado de Morse et al., 2012.

Devido a a indisponibilidade de tratamentos efetivos e do potencial risco de pandemia,
portanto, existe uma indispensavel necessidade de desenvolvimento de um regime eficaz contra
doencas infecciosas, que sdo causa grave de mortalidade no mundo todo. A era pds-gendmica
favorece a progressao de abordagens computacionais para dar suporte a vacinagdo e ao combate
das doencas infecciosas (BACKERT; KOHLBACHER, 2015).

2.2 Visao geral do sistema imune

O sistema de defesa consiste em uma ampla variedade de células e moléculas que
protegem os animais contra microrganismos patogénicos invasores e cancer. Reconhecimento
e resposta sdo as duas atividades principais do sistema imunolégico, que atua tanto de maneira
inespecifica como especifica. Além disso, é capaz de discriminar entre moléculas estranhas e
as proprias células e proteinas do corpo (HOWELL; SHEPHERD, 2018). Ap6s o
reconhecimento de um organismo estranho, é desencadeada uma resposta efetora através do
recrutamento de uma variedade de células e moléculas para eliminar o organismo invasor. A
exposicdo posterior a0 mesmo organismo estranho induz uma resposta de memoria,
caracterizada por uma reacdo imune mais rapida e elevada que serve para eliminar o patégeno

e prevenir a doenca. Existem duas subdivisdes no sistema imunoldgico: imunidade inata e
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imunidade adaptativa. Ambas diferem no tempo e duracéo da resposta, tipos de células efetoras
e sua especificidade para diferentes classes de microrganismos exdgenos. O sistema imune
inato representa uma resposta ndo especifica a uma particula estranha potencialmente perigosa.
O sistema imune adaptativo exibe um alto grau de memoria e especificidade (HOWELL,;
SHEPHERD, 2018).

2.2.1 Imunidade Inata

A imunidade inata é um sistema de defesa presente em plantas, fungos, insetos e demais
organismos multicelulares e representa a primeira linha de defesa contra um patégeno invasor
(MAGRATH, 2013). Tal sistema é composto por quatro tipos de barreiras defensivas,
notavelmente anatdmicas (por exemplo, pele e membranas mucosas), fisiologicas (por
exemplo, temperatura, pH baixo), fagociticas (por exemplo, mondcitos, neutréfilos, macréfagos
teciduais) e inflamatdrias, como as proteinas séricas. Células do sistema imune inato: fagécitos,
neutrdfilos, macréfagos, células NK (natural killer), mastdcitos, baséfilos, células dendriticas,
eosinofilos. A resposta desenvolvida €, portanto, rapida, inespecifica e incapaz de induzir
memoria imunolégica (MAGRATH, 2013). Respostas inatas sdo desencadeadas por padrbes
moleculares associados a patdgenos, que sinalizam através de receptores de reconhecimento de
padres (PRR), nas células respondedoras para iniciar uma cascata de eventos para estimular
respostas mediadas por anticorpos e células a fim de eliminar o patégeno (KAUR; SECORD,
2019; KUMAR; KAWALI; AKIRA, 2011).

2.2.2 Imunidade Adaptativa

O sistema imune adaptativo é ativado pela imunidade inata. Os componentes desse
possuem uma dinamica temporal mais lenta, com alto grau de especificidade e uma resposta
secundaria mais potente. Constitui-se de dois tipos: humoral (sistema mediado por anticorpos)
e sistema mediado por células (VANGURI, 2014). Suas principais células sdo os linfocitos T e
B. O sistema imune adaptativo frequentemente incorpora células e moléculas do sistema inato
no combate a corpos estranhos nocivos. Por exemplo, o sistema complemento (moléculas do
sistema inato) pode ser ativado por anticorpos (moléculas do sistema adaptativo) (VANGURI,
2014).

2.2.2.1 Sistema Imunol6gico Humoral
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Esse tipo de imunidade é mediado por macromoléculas encontradas em fluidos
extracelulares, como anticorpos secretados, proteinas do complemento e certos peptideos

antimicrobianos.

2.2.2.1.1 Sistema complemento

Sistema composto por proteinas da membrana plasmatica e solGveis no sangue. Assim
chamado porque ajuda ou “complementa” a capacidade dos anticorpos e das células fagocitarias
de remover patdgenos de um organismo. A ativacdo desse sistema leva a citolise, quimiotaxia,
opsonizacao, liberacdo imunolégica e inflamagéo. Trés vias bioquimicas ativam o sistema do
complemento: a via classica do complemento, a via alternativa do complemento e a via da
lectina ligadora de manose (MAGRATH, 2013).

2.2.2.1.2 Células B

Pertencem a um grupo de glébulos brancos conhecidos como linfécitos. Nos mamiferos,
células B imaturas sdo formadas na medula 6ssea (VANGURI, 2014). Ha um rearranjo génico
aleatdrio durante a maturacdo das células B na medula 6ssea que gera mais de mil células B
com diferentes especificidades antigénicas. Posteriormente, h4 um processo de selecdo para
eliminar quaisquer células B com anticorpos de base que reconhe¢cam os componentes proprios
do organismo. Isso garante que 0s anticorpos auto-reativos (autoanticorpos) ndo sejam
produzidos (VANGURI, 2014).

2.2.2.1.3 Hipermutagdo somaética

Quando uma célula B reconhece um antigeno, inicia-se um processo macico de
proliferacdo. Durante tal ato, o locus do receptor de células B sofre mutacdo somatica nas
regides hipervariaveis, em ritmo até cem vezes maior que a taxa normal de mutacdo em todo o
genoma (LI et al.,, 2004). A hipermutacdo aumenta a capacidade dos receptores de
imunoglobulina presentes nas células B reconhecerem e se ligarem a um antigeno especifico
(HOWELL; SHEPHERD, 2018).

2.2.2.1.4 Anticorpos

A producdo de anticorpos é a principal funcdo do sistema imunoldgico humoral
(KARUPIAH; CHAUDHRI, 2004). Os anticorpos sdo moléculas heterodiméricas, que se
dobram para formar uma cavidade tridimensional de ligacdo ao antigeno. O sitio de ligacdo é

formado pela combinacdo de regiGes determinantes de complementaridade hiper variaveis
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(CDRs) contribuidas por cadeias leves e pesadas da molécula de anticorpo. As cadeias laterais
de aminoé&cidos no CDR contatam porg¢des carregadas no antigeno para formar uma estrutura
de ajuste complementar do antigeno com o anticorpo. As sequéncias de aminoacidos que
participam da interacdo formam epitopo no antigeno e um paratopo no anticorpo (BLUM,;
WEARSCH; CRESSWELL, 2013). Anticorpos ou imunoglobulinas (lg) sdo secretados por
células plasmaticas e reconhecem uma parte Unica do organismo estranho, chamada antigeno
(LITMAN; CANNON; DISHAW, 2005; MAGRATH, 2013). O anticorpo tem uma ponta

estruturada em “Y” para um epitopo especifico, conhecido como paratopo.

2.2.2.2 Sistema Imunoldgico Mediado por Células
Né&o envolve anticorpos, mas ativa os fagdcitos e os linfécitos T citotoxicos especificos

para o antigeno e libera varias citocinas em resposta a um ataque de antigeno.

2.2.2.2.1 Linfocitos T

Surgem na medula éssea e migram para o timo para amadurecer, ao contrario das células
B, que migram para o baco e outros orgdos linféides secundarios (KINDT; GOLDSBY;
OSBORNE, 2008). Dentro do timo, expressam uma molécula Unica de ligacdo ao antigeno em
sua membrana, chamada de receptor de célula T (TCR). Os TCRs podem reconhecer apenas o
antigeno que esta ligado as proteinas da membrana celular, chamadas moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade, diferentemente das células B. Existem duas subpopulacdes
bem definidas de células T: T auxiliadoras e T citotdxicas. O linfdcito se torna uma célula
efetora (ativada) que secreta varios fatores de crescimento conhecidos coletivamente como
citocinas, depois que uma celula Th reconhece e interage com um complexo de moléculas do
MHC classe Il. As citocinas secretadas desempenham um papel importante na ativacdo de
células B, células Tc, macrofagos e varias outras células que participam da resposta imune. Sob
a influéncia de citocinas derivadas de Th, uma célula Tc reconhece um antigeno de classe | do
MHC, prolifera e se diferencia em um a linfocito T citotoxico (CTL) (KINDT; GOLDSBY;
OSBORNE, 2008), que geralmente ndo secreta citocinas. CTL tem uma funcdo vital na
eliminacdo de células antigénicas, tais como células infectadas por virus e células tumorais. A
maturacao das células T também inclui rearranjos aleatdérios de uma série de segmentos génicos
que codificam o receptor de ligacdo ao antigeno da célula, como a maturacao das células B. O
rearranjo aleatério dos genes do TCR é capaz de gerar especificidades antigénicas Unicas. Cada
célula de linfocito T expressa inumeros receptores, cuja descendéncia clonal tém especificidade

idéntica para o antigeno. No entanto, essa diversidade e posteriormente reduzida atraves de um
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processo de selecdo para garantir que apenas células T com receptores capazes de reconhecer
antigenos associados a moléculas do complexo principal de histocompatibilidade sejam capazes
de amadurecer (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

Figura 6- Linha do tempo representativa da imunidade inata e adaptativa. Os mecanismos da imunidade inata
fornecem a defesa inicial contra infecges. As respostas imunes adaptativas se desenvolvem mais tarde e requerem
a ativacao dos linfécitos. A cinética das respostas imunes inatas e adaptativas sdo aproximagdes e podem variar
em diferentes infecces.
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Fonte: Adaptado de Abbas et al. (2012).

2.2.2.2.2 Complexo principal de histocompatibilidade

Também chamado de antigeno leucocitario humano (HLA), o MHC constitui-se de um
grande complexo genético subdividido em trés classes principais de glicoproteinas ligadas a
membrana: moléculas de MHC classe 1, classe 1l e classe Ill. Estas moléculas ndo possuem
especificidade para antigenos; em vez disso, ligam-se a um espectro de peptideos antigénicos
derivados da degradacdo intracelular de moléculas de antigeno. Tanto na classe | como na classe
I1, as moléculas de MHC possuem regiBes variaveis, um sitio na qual o peptideo antigénico se
liga e é apresentado aos linfocitos T. Aas células Th geralmente reconhecem o antigeno
combinado com moléculas de classe Il, enquanto as células Tc geralmente reconhecem o
antigeno combinado com moléculas de classe | (RAJALINGAM et al., 2015). As principais

diferengas entre essas trés classes sdo:(1) Os genes do MHC da classe | codificam glicoproteinas
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expressas na superficie de quase todas as células nucleadas; a principal fungéo dos produtos do
gene de classe | é a apresentacdo de antigenos peptidicos para células T CD8+.

(2) Genes de MHC Classe Il codificam glicoproteinas expressas principalmente em células que
apresentam antigenos (macréfagos, células dendriticas e células B), onde apresentam peptideos

antigénicos processados para células T CD4+.

(3) Os genes do MHC de Classe Il codificam varias proteinas relacionadas ao sistema imune,
incluindo componentes do sistema complemento e moléculas envolvidas na inflamagéo
(DEAKIN et al., 2006). Outro aspecto importante estd relacionado as suas caracteristicas
estruturais, onde as moléculas de MHC classe | e classe 11 tém caracteristicas estruturais comuns
e ambas tém papeéis no processamento de antigenos. No entanto, a regido do MHC de classe 1l
codifica moléculas que tém pouco em comum com as moléculas de classe | ou Il
(RAJALINGAM et al., 2015). Enquanto as moléculas de MHC de classe | sdo encontradas na
superficie das células nucleadas, as moléculas de MHC de classe 1l estdo presentes apenas nas
células e linfécitos que apresentam antigenos.

A via de processamento de antigenos pelo MHC classe | geralmente ocorre em quatro
etapas principais: 1) geracdo de peptideos antigénicos por hidrélise do antigeno protéico por
proteossomo constitutivo ou imunoproteossomo, 2) transporte de peptideos do citosol para o
reticulo endoplasmatico (ER) pelo transportador associado a proteina de processamento de
antigeno (TAP), 3) ligacdo de peptideos a moléculas de classe | do antigeno leucocitério
humano (HLA), 4) transporte do complexo peptideo-MHC através dos complexos de Golgi
para a superficie celular para apresentacdo as células T CD8+ (Figura 6) (ABBAS, A,
LICHTMAN, A.; PILLALI, 2012).

A via de processamento de antigenos pelo MHC classe Il para apresentacdo a células T
CD4+ envolve a fragmentacdo, por proteases, de proteinas exdgenas, incorporadas por
endocitose, em um endossomo. As cadeias alfa e beta do MHC classe 11, junto com uma cadeia
invariante, sdo sintetizadas, montadas no reticulo endoplasmatico e transportadas através do
aparelho de Golgi e trans-Golgi para chegar no endossomo, onde a cadeia invariante € digerida,
e os fragmentos de peptidios da proteina exdgena sao capazes de se associar com moléculas de
MHC classe |1, que finalmente s&o transportadas para a superficie da célula. Esta € a principal
via para antigenos exdgenos (Figura 6) (ABBAS, A; LICHTMAN, A.; PILLAI, 2012).
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Figura 7 - Principais vias de processamento de antigenos (MHC-1 e MHC-I1).

Microrganismo

M Peptideos
‘ no citosol

Proteinas g @ - o
4 By <lf==
- \
/' MHCclasse|
0/-" CélulaT

CD8+

;:\
Proteinas ndo
@@ dobradas @

s Vesicula
endocitica

Endocitose de Cadeia / %

microrganismo  invariante

extracelular MHC
ER @#/ Classe II
V'

Fonte: Adaptado de Abbas et al. (2012).

CélulaT
CD4+

2.3 Planejamento in silico de vacinas

As vacinas tém sido uma das melhores estratégias intervencionistas para o controle de
doencas infecciosas (PLOTKIN; PLOTKIN, 2012). Desde a primeira demonstracdo de
protecdo contra a variola, numerosas vacinas foram desenvolvidas e um grande nimero de
outros candidatos foi testado experimentalmente em modelos animais e em especies-alvo.

O planejamento de vacinas pode ser dividido em duas grandes categorias: a abordagem
tradicional e a moderna. As formas tradicionais de desenvolver vacinas tém sido produzir em
massa 0s patdgenos, inativa-los por meios fisicos ou quimicos e purificar e formular o antigeno
(RAPPUOLLI, 2007). Em muitos casos, esta provou ser uma estratégia muito til, especialmente
na erradicacdo ou eliminacdo de algumas doencas infecciosas em nivel regional. No entanto,
vacinas vivas atenuadas geralmente ndo séo ideais devido a natureza viva do antigeno e aos

riscos potenciais para seu uso em individuos em que o sistema imunologico esta
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subdesenvolvido (individuos pediatricos), em declinio (individuos geriatricos) ou suprimido
(por exemplo, pacientes transplantados, ou devido a agentes infecciosos, como o virus da
imunodeficiéncia humana, e em gestantes) (PLOTKIN; PLOTKIN, 2012).

Adicionalmente, o planejamento de vacinas tradicionais € caro, demorado e pouco
eficiente para patdgenos que possuem alta diversidade antigénica (WOLF et al., 2010). Isso
ocorre devido a diversidade genética, informacdes insuficientes sobre a interacdo entre
patogeno e hospedeiro, auséncia de uma linha celular permissiva e falta de modelos animais
adequados (ARORA; MISRA; SAJID, 2017). Observou-se que o desenvolvimento de vacinas
para doencas graves, tais como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e tuberculose
também foi afetado por esses inconvenientes (THOMAS; DILBAROVA; RAPPUOLI, 2016).
Devido as limitacGes da tecnologia convencional, surgiram tecnologias modernas, incluindo
tecnologia de DNA recombinante, vacinologia reversa, biologia estrutural, vacinas conjugadas,
tecnologia de préxima geracdo e desenho de vacinas baseadas em epitopos (THOMAS;
DILBAROVA; RAPPUOLLI, 2016).

Por outro lado, o sistema imunologico humano é muito complexo e opera em multiplos
niveis, isto &, moléculas, células, 6rgdos e organismos. Cada individuo tem um sistema
imunologico Unico e respondera de maneira diferente aos desafios imunolégicos (GARDY et
al., 2009). Considerando a combinacdo de estruturas bioldgicas e processos dentro de um
organismo, grande quantidade de dados relacionados ao sistema imunoldgico esta sendo gerada.

2.3.1 Planejamento de vacinas multi-epitopo

Um epitopo antigénico é uma unidade bésica que provoca uma resposta imunitaria
celular ou humoral. Logo, uma vacina multi-epitopo é composta de uma série de peptideos
sobrepostos e €, portanto, uma abordagem ideal para a prevencdo e tratamento de tumores ou
infeccdes virais complexas (KUO et al., 2014; LU et al., 2017b). Tais modelos podem, ainda,
ser acrescidos de um adjuvante para potencializar a resposta imune contra um patdgeno
especifico (AGUILAR; RODRIGUEZ, 2007).

Embora algumas vacinas multi-epitopo tenham entrado em ensaios clinicos fase I, por
exemplo, EMD640744 em pacientes com tumores sélidos avancados (LENNERZ et al., 2014),
o0 desenvolvimento de vacinas multi-epitopo eficazes continua a ser um grande desafio. Uma
vacina multi-epitopo ideal deve ser projetada para incluir epitopos que possam induzir células
T auxiliares e citotoxicas e células B para estimular respostas eficazes contra um tumor ou virus
alvo (HE et al., 2018; LENNERZ et al., 2014; LU et al., 2017).
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Em comparacdo com vacinas classicas, os modelos multi-epitopo tém conceitos de
design com as seguintes propriedades: (I) consistem em multiplos epitopos restritos a MHC que
podem ser reconhecidos por TCR de mdltiplos clones de varios subconjuntos; (I1) consistem
em epitopos de CTL, HTL e linfocitos B que podem induzir simultaneamente respostas
imunitérias celulares e humorais fortes; (I11) consistem em multiplos epitopos de diferentes
antigenos de tumor ou virus que podem expandir os espectros de tumores ou virus alvo; (IV)
eles introduzem alguns componentes com capacidade adjuvante que podem aumentar a
imunogenicidade e as respostas imunologicas de longa duracéo; e (V) reduzem componentes
indesejados que podem desencadear respostas imunoldgicas patoldgicas ou efeitos adversos
(HE et al., 2018; LENNERZ et al., 2014; LU et al., 2017b; SAADI; KARKHAH; NOURI,
2017). Vacinas multi-epitopo bem projetadas com tais vantagens devem se tornar agentes

profilaticos e terapéuticos poderosos contra tumores e infeccdes virais.

2.3.2 Imunoinformatica

Os imunologistas vém empregando técnicas experimentais de alta produtividade o que
tem gerado uma grande quantidade de dados funcionais, clinicos e epidemioldgicos. Portanto,
o desenvolvimento de abordagens computacionais para armazenar e analisar esses dados € uma
solucdo viavel e vantajosa. Isso deu origem ao campo denominado imunoinformatica, que
consiste na utilizacdo de ferramentas computacionais para fornecer insights e investigar
questBes relacionadoas as respostas imunes. Imunogenémica, imunoprotedémica, predicdo de
epitopos e vacinologia reversa in silico sdo diferentes abordagens da pesquisa imunolégica
computacional.

Nesse sentido, nas duas décadas anteriores, juntamente com a descoberta de
medicamentos baseados em peptideos, varias ferramentas foram projetadas para auxiliar no
planejamento de imunoterapias. O inicio da analise de sequéncias e da tecnologia de DNA
recombinante (RDT) abriram o caminho para o desenvolvimento de metologias como o desenho
de vacinas baseado em epitopos através da analise gendmica de patégenos (BACKERT,;
KOHLBACHER, 2015). Tal estratégia foi pioneira em Neisseria meningitides, responsavel
pela sepse e meningite meningocdcica, com a producdo de vacina conjugada com base em
polissacarideos capsulares. Estas vacinas estdo disponiveis para as cepas patogénicas C, Y e
W135 (P1ZZA et al., 2000).

De modo geral, a imunoinformatica revolucionou as abordagens racionais para o design
de vacinas. Métodos computacionais desenvolvidos e refinados com base em imunologia

experimental e grandes conjuntos de dados economizam, de maneira exponencial, tempo e
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custos (MOISE; MOSS; DE GROOT, 2012; VAISHNAV et al., 2015). Assim, a aplicacéo de
bioinformética fornece uma abordagem objetiva, na qual um ndmero limitado de candidatos em
potencial pode ser investigado por seu envolvimento na resposta imune por meio de exploracdo
experimental direcionada, inclusive possibilitando a descoberta de antigenos anteriormente
desconhecidos e ndo descritos como candidatos a vacinas. Essas ferramentas séo baseadas em
sistemas estatisticos e de aprendizado de méaquina e estdo bem estabelecidas na analise e
modelagem de interacdes moleculares (BACKERT; KOHLBACHER, 2015).

Como o sistema imunologico é inerentemente um sistema de multiplos componentes, a
modelagem de respostas imunes requer o uso de multiplas tecnologias de modelagem
computacional e alavancagem de redes curadas celulares e moleculares. As técnicas de
modelagem computacional podem capturar conhecimento processual e mecanicista existente
em modelos, combinar teoria com dados e descobrir novos conhecimentos por meio de analises
e simulacGes de modelos (BACKERT; KOHLBACHER, 2015; TOMAR,; DE, 2014).

O interesse no planejamento computacional de vacinas pode, ainda, beneficiar-se das
abordagens de modelagem molecular, um campo de estudo que explora 0 comportamento de
moléculas e atomos, analisando suas propriedades fisico-quimicas e moleculares através de
algoritmos computacionais (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014; SLEDZ; CAFLISCH,
2018). Esse campo progrediu juntamente com 0s avangos nos métodos espectroscopicos como
a cristalografia por difragéo de raios X (DRX) e RMN, que permitiram a resolugédo de milhares
de estruturas proteicas tridimensionais, fornecendo informacdes estruturais vitais sobre alvos
moleculares de drogas (BERMAN et al., 2014). A pesquisa imunoldgica incorporou uma
grande variedade de métodos de modelagem molecular para estudar sistemas biolégicos e
quimicos complexos, tais como predi¢do estrutural de proteinas e acidos nucleicos, simulacdes
de docagem e de dinamica molecular (SLEDZ; CAFLISCH, 2018).

Em um processo continuo, os resultados experimentais sdo usados para refinar e
aprimorar modelos computacionais desenvolvidos. Esse processo assegura que o modelo
aborde a biologia observada (CARBO et al., 2014).

2.3.3 Metodologias para o planejamento de vacinas multi-epitopo
2.3.3.1 Obtencdo e alinhamento de sequéncias

Atualmente, uma grande quantidade de informagGes bioldgicas geradas em genética,
biotecnologia e biologia molecular séo organizadas e armazenadas com a ajuda de ferramentas
de bioinformatica. Esses dados podem ser efetivamente usados para extrair informacoes
funcionais para diversos fins médicos e biologicos (CHEN; HUANG; WU, 2017).
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O banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) é a fonte
de sequéncias bioldgicas mais utilizada, contendo os registros mais abrangentes de sequéncias
de RNA, DNA e proteinas (SAYERS et al., 2019). Uma quantidade abrangente de informacdes
sobre as sequéncias de proteinas e suas anotacdes é também fornecida no Universal Protein
Resource (Uniprot) (BATEMAN et al., 2017). Os bancos de dados UniProt incluem o UniProt
Knowledgebase (UniProtKB), o UniProt Archive (UniParc) e o UniProt Reference Clusters
(UniRef). As seqiiéncias de proteinas sdo armazenadas nesse banco de dados como registros
contendo varias informacOes celulares, moleculares, bioldgicas, funcionais e estruturais, além
de links externos para obter mais informacdes (BATEMAN et al., 2017).

O Protein Data Bank (PDB) é outro banco de dados altamente utilizado que deposita
dados sobre as estruturas tridimensionais de proteinas, acidos nucléicos e seus complexos. As
informac@es obtidas nesse banco de dados ajudam os pesquisadores a entender melhor varios
aspectos de macromoléculas de interesse na biomedicina e na agricultura (KLEYWEGT;
VELANKAR; PATWARDHAN, 2018).

Ainda, o InnateDB (http://www.innatedb.ca) € um banco de dados dedicado a facilitar
investigacbes em nivel de sistema da resposta imune inata para mamiferos (humanos,
camundongos e bovinos). Foi desenvolvido para proporcionar uma percepgdo mais sofisticada
sobre as respostas do sistema imunoldgico inato. Até 0 momento, mais de 27.172 interacGes
curadas, 5237 publicacdes revisadas e 9460 genes curados sdo depositados no InnateDB
(LYNN et al., 2008). Bancos de dados cientificos e ferramentas de softwares também podem
ser acessados pelo EXPASYy (https://www.expasy.org/). Esta ferramenta fornece aos cientistas
acesso a varios dados, incluindo gendmica, transcriptdmica, protedmica, filogenia, genética de

populagdes, biologia de sistemas e etc. (ARTIMO et al., 2012a).

2.3.3.2 Predicdo de estruturas
2.3.3.2.1 Estrutura secundaria proteica

A predicdo da estrutura secundaria da proteina é uma das analises mais importantes para
entender as propriedades estruturais de uma proteina. O significado dessas analises se torna
mais evidente ao lidar com as sequéncias de proteinas que ndo compartilham sequéncias
comuns com proteinas de estrutura resolvida. Para prever vérias caracteristicas da estrutura
secundaria de proteinas, bem como a formagéo de pontes dissulfeto, diferentes métodos de
predicdo foram desenvolvidos, como SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/) (FERRON
et al., 2006; PIROVANO; HERINGA, 2010).
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2.3.3.2.2 Predicgdo e refinamento da estrutura terciaria proteica

A lacuna entre o nimero de sequéncias de proteinas identificadas e o nimero de
proteinas em suas estruturas experimentalmente resolvidas acentuam a necessidade de
desenvolver métodos precisos de predicdo de estruturas 3D de proteinas. Além disso, obter uma
compreensdo realista do mecanismo de interagdo proteina-proteina em complexos de proteinas
requer insights estruturais sobre a relacéo entre duas moléculas a nivel atbmico (CHOU, 2012).
Embora a estrutura de alguns desses complexos seja determinada experimentalmente por
cristalografia de raios-X e seus dados estejam disponiveis no PDB, a estrutura de muitos
complexos conhecidos ainda ndo esta disponivel. Os métodos de predi¢cdo da estrutura 3D de
proteinas sdo Uteis para preencher tais lacunas (CHAKRABORTY et al., 2017). De fato,
métodos teoricos, juntamente com 0s avangos nos métodos laboratoriais, estdo acelerando a
compreensdo da interacdo de moléculas. As principais abordagens para prever a estrutura
terciaria da proteina sdo modelagem por homologia (PEITSCH; SCHWEDE, 2011), threading
(PENG; XU, 2011) e predicdo ab initio (LEE; FREDDOLINO; ZHANG, 2017).

A primeira abordagem prediz a estrutura com base no fato de que sequéncias
evolutivamente semelhantes se enovelariam em estruturas semelhantes. De modo geral, quanto
maior a porcentagem de residuos idénticos nas sequéncias de proteinas comparadas e alinhadas,
maiores as relagcBes evolutivas. Assim, duas proteinas que compartilham apenas 25% de
identidade de sequéncia geralmente tém o mesmo enovelamento geral (PEITSCH; SCHWEDE,
2011). Entre os métodos de modelagem, a modelagem por homologia é concedida como a mais
precisa. No entanto, encontrar uma estrutura-molde adequada com alta cobertura e identidade
de sequéncia é um desafio recorrente. Geralmente, as estruturas-molde com menos de 35% de
cobertura sdo considerados modelos ndo confidveis. Se a modelagem da homologia ndo for
aplicavel, o método threading é o método preferivel, baseando-se na comparacdo de uma
sequéncia proteica de interesse com um banco de dobramentos estruturais conhecidos. Um
conjunto de pontuacdes geradas pelos algoritmos de analise determina o enovelamento de
proteina que é assumido pela sequéncia de interesse (PENG; XU, 2011). Ab initio é outra
abordagem de predicdo de estruturas com base em principios fisicos, que incluem a
identificacdo do menor estado de energia livre e o célculo de todos os pardmetros energéticos
do enovelamento de proteinas (LEE; FREDDOLINO; ZHANG, 2017). De acordo com a
"hipotese termodinamica”, uma estrutura proteica estd em seu estado nativo quando atinge o
minimo de energia global. A abordagem ab initio é baseada nesta hipotese e nos fundamentos
da otimizacdo global deterministica (LEE; FREDDOLINO; ZHANG, 2017). Embora essa

abordagem possa gerar resultados precisos de modelagem, altos requisitos computacionais
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limitam sua utilizacdo. As ferramentas mais conhecidas tém o limite de predicdo de 200
aminoacidos, o que a torna imprdpria para sequéncias de proteinas mais longas (LEE;
FREDDOLINO; ZHANG, 2017).

Os modelos tridimensionais preditos geralmente contém distor¢Bes estruturais.
Portanto, tais modelos sdo submetidos a minimizacao de energia e a refinamentos completos da
estrutura atbmica para obter melhor qualidade tridimensional. Nesse sentido, varios algoritmos
foram desenvolvidos para refinar e minimizar a energia dos modelos 3D construidos. A
avaliacdo da qualidade dos modelos preditos antes e apds as execucbes de refinamento é
realizada principalmente por ferramentas de avaliagdo da qualidade (DAPKUNAS;
OLECHNOVIC; VENCLOVAS, 2019; ZHANG; SKOLNICK, 2007). O grafico de
Ramachandran avalia a qualidade do modelo por meio do célculo dos angulos de torcao phi-psi
para cada residuo da proteina. Finalmente, os residuos séo classificados como favorecidos,
permitidos e ndo permitidos (CARUGO; DJINOVIC-CARUGO, 2013). Existem outras
ferramentas de avaliacdo da qualidade do modelo capazes de estimar a qualidade do modelo e
descrever seus principais aspectos geométricos. Usando a funcéo de pontuacdo composta, erros

estruturais globais e locais dos modelos podem ser estimados.

2.3.3.3 Predicéo de epitopos de células T

Para desenvolver uma vacina baseada em epitopos, 0 passo mais importante € a sele¢do
de epitopos de células T com forte afinidade de ligacdo a moléculas apropriadas de MHC
(PATRONOV; DOYTCHINOVA, 2013). A ligacdo molecular entre peptideos antigénicos e
moléculas de MHC é necesséria para o reconhecimento pelas células T citotoxicas. Portanto,
qualquer algoritmo de predicdo de epitopos de células T precisa identificar peptideos de ligacédo
ao MHC. A ligacdo do peptideo ao MHC e a interacdo desse complexo com um receptor
especifico de células T sdo os requisitos para uma resposta funcional das células T
(PATRONOV; DOYTCHINOVA, 2013). Desde a primeira identificacdo de um epitopo
minimo de células T, um grande nimero de epitopos de células T CD4 + e CD8 + foi definido.
Varios bancos de dados depositaram epitopos determinados experimentalmente, possibilitando
que ferramentas fossem criadas para a predi¢do em sequéncias diversificadas (PATRONOQOV;
DOYTCHINOVA, 2013).

Os peptideos com capacidade de ligagdo as moléculas do MHC podem ser preditos por
diferentes metodologias, incluindo o modelo oculto de Markov (HMM), redes neurais artificiais
(RNA), maquina de vetores de suporte (SVM) e matrizes quantitativas (KONSTANTINOU,
2017). Os principais métodos desenvolvidos e utilizados para identificar epitopos estdo
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disponiveis no Banco de Dados de Epitopos Imunoldgicos (IEDB, do inglés Immune Epitope
Database and Analysis Resource), agregando dados devidamente curados da literatura (VITA
etal., 2015).

2.3.3.4 Predicdo de epitopos de células B

Os epitopos de células B sédo classificados em lineares (continuos) e conformacionais
(descontinuos). Epitopos lineares sdo peptideos curtos que sdo compostos de aminoacidos
sequenciais no antigeno (EL-MANZALAWY; HONAVAR, 2013). No entanto, a maioria dos
epitopos de células B é descontinua (90% dos epitopos de células B), onde os aminoacidos do
epitopo podem ndo ser contiguos na sequéncia primaria e apenas o dobramento de proteinas 0s
leva a proximidade espacial (YAO et al., 2013). O mapeamento de epitopos de células B dentro
de sequéncias proteicas de antigenos desempenha um papel crucial no design de vacinas, no
design de imunodiagndsticos e no design de imundgenos para a produc¢do de anticorpos (EL-
MANZALAWY; HONAVAR, 2013).
' As principais metodologias de predi¢do continua de epitopos de células B envolvem
métodos baseados em sequéncia, métodos de aprendizado de maquina e métodos baseados na
escala de propensdo de aminoacidos (SINGH; ANSARI; RAGHAVA, 2013). Recentemente,
h& um interesse crescente no desenvolvimento de métodos de predicdo de epitopos de células
B conformacionais. Esses métodos dependem principalmente do conhecimento sobre a
estrutura 3D da proteina (MANAVALAN et al., 2018; RUBINSTEIN; MAYROSE; PUPKO,
2009). Embora avancos significativos tenham sido feitos no campo da predicédo de epitopos de
células B, a cristalografia por difracdo de raios X continua sendo a maneira mais precisa de
identificar os epitopos de células B. Varios bancos de dados depositaram tais epitopos
determinados experimentalmente e diferentes ferramentas foram desenvolvidas para prever as

sequéncias epitopicas de células B.

2.3.3.5 Selecéo de ligantes e adjuvantes

Ligantes tém sido mostrados como componentes indispensaveis no desenho de
proteinas. Tal grupo pode ser utilizado para ligar diferentes epitopos ou dominios proteicos e é
classificado em trés categorias estruturais: flexiveis, rigidos e clivaveis. Um alto conteudo de
aminoacidos pequenos e polares, como glicina e serina, resulta em ligantes flexiveis e soluveis
(CHEN; ZARO; SHEN, 2013). Os ligantes rigidos contém varios residuos prolina, adotando
estruturas helicoidais que Ihes permitem exibir estruturas relativamente rigidas. Comparados

aos ligantes flexiveis, os ligantes rigidos sdo mais eficientes em separar os dominios funcionais
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dos antigenos projetados, para manter sua estabilidade ou bioatividade. Desse modo esses
ligantes poderiam potencialmente ser utilizados para melhorar a bioatividade das proteinas
projetadas (CHEN; ZARO; SHEN, 2013a; CHUNG et al., 2009).

Um adjuvante pode ser definido como um componente da vacina que melhora a resposta
imune do hospedeiro (TOM et al., 2019). Os adjuvantes podem ser projetados incorporando
varios componentes, como agonistas dos receptores toll-like, que identificam o patdgeno e séo
responsaveis por induzir imunidade inata (KANZLER et al., 2007). Muitos bancos de dados
estdo disponiveis para encontrar o adjuvante, como o Vaxijen (http://www.violinet.org/vaxj).
Este banco de dados incorpora aproximadamente 400 vacinas que usam um adjuvante e contém

mais de 100 adjuvantes de vacina.

2.3.3.6 Avaliacdo das propriedades do antigeno projetado
2.3.3.6.1 Antigenicidade

A antigenicidade de vacinas ou imundgenos projetados estd entre os critérios mais
importantes para o design eficiente de proteinas. Uma proteina com alta pontuacdo de
antigenicidade traria melhores resultados de imunizacdo na fase empirica dos estudos
imunologicos (VAISHNAYV et al., 2015).

2.3.3.6.2 Andlise das propriedades fisico-quimicas e alergenicidade

Diferentes propriedades fisico-quimicas da proteina alvo, incluindo ponto isoelétrico,
peso molecular, composicdo de aminoacidos, indice de instabilidade, meia-vida in vitro e in
vivo e grande média de hidropaticidade podem ser calculadas pelo servidor ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/) (GASTEIGER et al., 2009). O ponto isoelétrico calculado
pode ser util para a purificacdo de proteinas através do método de focalizacdo isoelétrica,
desenvolvendo sistemas tampdo. O volume relativo dos aminoacidos alanina, valina, isoleucina
e leucina de uma proteina € chamado indice alifatico. O alto indice alifatico significa a
estabilidade térmica das proteinas globulares a varias temperaturas. Quanto menor o GRAVY
calculado, melhor a interacdo com a dgua (GASTEIGER et al., 2009).

Outro aspecto observado é a alergenicidade. Um alérgeno é uma proteina ou
glicoproteina que produz uma resposta imune anormalmente vigorosa e causa uma reagao
alérgica. A localizacdo dos epitopos das células B e T no alérgeno pode ndo coincidir
(AALBERSE; STADLER, 2006). Dessa forma, epitopos de células B que estdo localizados na
superficie do antigeno podem ser reconhecidos por anticorpos IgE. Além disso, é dificil prever

a alergenicidade de uma molécula com base em seus epitopos conformacionais conhecidos.
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Vérias ferramentas de banco de dados e predigdo j& foram desenvolvidas para analisar a
reatividade cruzada de alérgenos (AALBERSE; STADLER, 2006).

2.3.3.7 Otimizacéo do projeto
2.3.3.7.1 Avaliacdo de modificacBes pds-traducionais (PTMs)

O PTM ¢é o processo de modificar as proteinas sintetizadas, exercendo uma mudanca
geralmente enzimatica em uma sequéncia de proteinas alvo. Os PTMs podem ocorrer em guase
todas as proteinas em suas cadeias laterais de aminoacidos ou nos terminais C ou N da proteina,
0 que leva a efeitos significativos na estrutura da proteina, propriedades dindmicas e atividade
biologica. Varias abordagens computacionais foram desenvolvidas para prever locais de PTM
na sequéncia de antigenos. Glicosilacdo, fosforilacdo e palmitoilacdo sdo alguns dos PTMs mais
comuns com precisdo na expressdo de proteinas (BYRUM; TAVERNA; TACKETT, 2013;
EIDHAMMER et al., 2013).

2.3.3.7.2 Otimizacao de codons

Uma vez que a utilizacdo de codons € diferente para os hospedeiros de expressdo, deve-
se levar em consideracéo o design do gene recombinante. O indice de Adaptagdo de Codons
(CAl), que varia de 0 a 1, € o principal fator considerado para a otimizacdo de genes. Para
otimizar a expressdo da proteina recombinante, varias ferramentas de otimizacdo de codons
foram desenvolvidas. As tabelas de uso de cddons ja foram definidas para cada hospedeiro de
expressao que pode ser selecionado para a traducdo reversa da sequéncia e expressao ideal do
modelo desenvolvido. A otimizacdo do cédon favorece a expressao de uma construcao sintética
respectivo vetor (CHIN; CHUNG,; LEE, 2014; KAHL, 2015).

2.3.3.8 Simulagbes por mecanica molecular
2.3.3.8.1 Docagem Molecular

Em linhas gerais, docagem molecular ou atracamento molecular € um dos métodos
amplamente utilizados para prever o modo de ligacdo entre moléculas, seja de um ligante em
um sitio de ligacdo de um receptor ou 0 modo de interacdo entre macromoléculas (DE
MOLFETTA et al., 2009). A disponibilidade da estrutura tridimensional do alvo molecular é
uma condicdo necessaria; seja estrutura resolvida experimentalmente (por cristalografia de
raios X ou RMN) ou uma estrutura obtida por técnicas computacionais (como modelagem por
homologia) (SALMASO et al., 2018).
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O método de docagem € composto, essencialmente, por dois médulos: um mecanismo
de amostragem de conformac6es/orientacdes (método de busca) e uma fungdo de pontuacdo,
baseada em diferentes algoritmos, que associa uma pontuacao a cada complexo obtido (MOAL
et al., 2013). Genericamente, o processo de amostragem deve buscar efetivamente o espaco
conformacional descrito pela energia livre, onde a energia, na docagem, € mensurada pela
funcédo de pontuacéo. A funcdo de pontuacéo, portanto, deve associar a conformacéo de ligagéo
nativa ao minimo global de energia. As funcdes de pontuacdo desempenham o papel de seletor
de poses, usado para discriminar modos de ligacdo corretos e incorretos no conjunto de
resultados gerados pelo mecanismo de amostragem. Além disso, novas funcBes de pontuacdo
foram desenvolvidas, por exemplo, com base em tecnologias de aprendizado de maquina,

impressoes digitais de interacdo e pontuacdes de mecanica quantica (LIONTA et al., 2014).

2.3.3.8.2 Dindmica Molecular

Dinamica Molecular (DM) é um método que utiliza as equagdes de movimento de
Newton para simular computacionalmente a evolugdo temporal de um conjunto de 4tomos
interagindo em meio geralmente aquoso, descrevendo a variagdo do comportamento molecular
em funcdo do tempo (DE VIVO et al., 2016). Isto é, as simulagdes de DM fornecem
informacdes sobre alteracbes conformacionais locais e ndo locais dependentes do tempo em
uma molécula ou complexo (HEINECKE et al., 2015). Essas mudancas podem ser usadas para
interpretar processos bioldgicos em nivel molecular, como analise de interfaces de ligacao,
identificacdo de residuos importantes de aminoacidos e epitopos de ligacdo, modelagem de
energias termodinamicas e analise de novas moléculas de importancia imunolégica, incluindo
drogas e vacinas (HEINECKE et al., 2015). Os principais alvos das simulacbes de DM em
proteinas do sistema imunoldgico estdo relacionados a anticorpos e moléculas de MHC nos
estados livre ou ligados a antigeno, assim como o0s demais receptores de células T. Isso ocorre
porque anticorpos e moléculas de MHC possuem, independentemente, dominios estruturais
conservados notaveis, mas ligam um ndmero inesgotavel de motivos peptidicos curtos de fontes
patogénicas ilimitadas (CRESSWELL et al., 2005; NEEFJES et al., 2011)

As simulagdes de DM fornecem informacdes efetivas sobre as conformacées do sistema
e dos residuos de aminoacidos no nivel atdbmico que eventualmente auxiliam no projeto de
medicamentos e vacinas (HEINECKE et al., 2015). Conformacgdes de motivos peptidicos
antigénicos também e suas interagcdes com os receptores toll-like também podem ser exploradas
através de estudo por simulacdes de DM (CHAUHAN et al., 2019; LATA et al., 2018). Além

disso, as proteinas do complemento envolvidas na imunidade inata também estéo recebendo
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atencdo devido ao fato de a ativacdo ndo regulamentada do complemento estar implicada em
um grande nimero de doencas (BIRYUKOV; STOUTE, 2018).

A atual geracdo de computadores se beneficia do paralelismo e dos aceleradores para
acelerar o processo de célculo. Os codigos de simulacdo mais populares sdo compativeis ha
muito tempo com a interface de transmissdo de mensagens (MPI) e unidades de processamento
grafico (GPU). Quando um grande nimero de nucleos de computadores pode ser usado
simultaneamente, distribui-se o sistema entre 0s processadores, estratégia conhecida como

decomposicéo espacial.

2.3.4 Exemplos de aplicacGes

O primeiro exemplo de uso de imunoinformatica em um planejamento de vacinas foi o
caso da meningite meningococica do grupo B, que foi desenvolvida apds todo o
sequenciamento do genoma do patdgeno Neisseria meningitidis e subsequente série de analises
imundmicas e de estrutura-atividade (DELANY; RAPPUOLI; SEIB, 2013; GIULIANI et al.,
2006; PIZZA et al., 2000; SCARSELLI et al., 2011).

Uma abordagem usando genémica e protedmica também levou a identificacdo de
antigenos dos estreptococos do grupo A e do grupo B (NUCCITELLI et al., 2011;
RODRIGUEZ-ORTEGA et al., 2006). Genomica e protedmica seguidas de analises de
secretoma também levaram a descoberta de antigenos protetores conservados contra Chlamydia
pneumoniae (STEPHENS, 2000; THORPE et al., 2007). As descobertas computacionais
também foram fundamentais no desenho de novas candidatos a vacinas. A partir de antigenos
dificeis de purificar, fracos e recombinantes, foi produzida uma glicoproteina do virus sincicial
respiratério altamente estavel, capaz de provocar fortes respostas funcionais de anticorpos
(ENGLUND; CHU, 2017; MCLELLAN et al., 2013).

Da mesma forma, uma vacina peptidica sintética foi desenvolvida para aumentar a
eficiéncia da apresentacdo de antigenos e estimular a resposta imune humoral e, assim, ajudar
no tratamento da asma. Os pesquisadores descreveram que um peptideo de interleucina-13 foi
expresso e aumentado na asma, e isso poderia servir como um antigeno crucial a ser usado no
rastreamento da asma por métodos experimentais e computacionais (HAYMAN; HERMANS;
PAINTER, 2017).

Recentemente, foi desenvolvida a vacina multi-epitopo denominada EBV LMP2m, que
codifica multiplos epitopos CTL, HTL e B do gene EBV-LMP2 (LIN et al., 2016). A expressao
da proteina recombinante desenhada foi otimizada para maximizar sua produgdo em E. coli. As

reacOes especificas de células CTL e Th e a ativacdo de células B (IgG especifica do soro e
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anticorpos IgA da mucosa) foram analisadas em ratinhos BALB/c imunizados com a vacina
multi-epitopo (LIN et al., 2016). Os anticorpos sericos especificos para multiplos epitopos em
pacientes com tumores relacionados ao EBV (carcinoma nasofaringeo) ou infec¢do por EBV
foram analisados usando ELISA e western blotting. Todas as analises monstraram que a vacina
multi-epitépica EBV LMP2m tinha uma imunogenicidade muito elevada. Portanto, o0 EBV
LMP2m pode ser considerado como um potencial candidato a vacina e agente de diagndstico
(LIN et al., 2016). Foi efetivada também a constru¢do de uma vacina de subunidades multi-
epitopo contra as doencas transmitidas por vetores como malaria e visceral leishmaniose,
explorando a proteina salivar dos vetores (mosquito) (PANDEY; PRAJAPATI, 2019).

O avanco dos métodos computacionais também tem levado a identificacdo de novos e
potenciais candidatos a componentes de vacina. Evidéncias monstram que uma vacina contra o
virus Zika pode ser racionalmente projetada com alta eficiéncia, através do dominio da proteina
do envelope 111 (EDII) (TAl et al., 2019). No mesmo sentido, o modelo intitulado EV-A71 foi
descoberto como um candidato a vacina de préxima geracdo contra o Enterovirus A71,
responsavel por causar febre aftosa e complicac6es neuroldgicas graves (YEE et al., 2019). Para
combater a infeccdo hospitalar causada principalmente por Pseudomonas aeruginosa em
pacientes imunocomprometidos, as proteinas PSE17-1, PSE41-5 e PSE54 foram identificados
como antigenos potenciais, assim como para Acinetobacter baumannii, patégeno em evolucéo
encontrado principalmente em unidades de terapia intensiva, para o qual Ren et al., (2019)
desenvolveram uma vacina multi-epitopo usando ferramentas bioinformaticas e avaliaram sua
resposta imune em camundongos. Eles observaram uma alta producéo de anticorpos 1gG que
protegem contra doses letais de Acinetobacter baumannii (REN et al., 2019).

Em resumo, as vacinas multi-epitopo podem ser consideradas como uma estratégia
promissora contra tumores e infec¢des virais. Os métodos de imunoinformaética podem ajudar
a prever e rastrear epitopos apropriados para conceber uma vacina multi-epitopo eficaz. Dada
a relevancia da infeccdo do virus nipah e a existéncia de poucos estudos que exploram o
proteoma viral para o desenho de proteinas multi- epitopo, as ferramentas de imunoinformética
podem ser aplicadas para, potencialmente, produzir componentes para uma solucdo profilatica
viavel (KSIAZEK et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Identificar, através da aplicacdo de ferramentas de imunoinformética e modelagem molecular,

modelos multi-epitopo de proteinas imunogénicas baseadas no proteoma do virus Nipah.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Analisar a presenca e distribuicdo de epiopos de linfocitos B lineares e conformacionais,
assim como epitopos de linfécitos T citotoxicos e linfocitos T auxiliadores nas proteinas do
virus Nipah.

3.2.2 Analisar a conservacdo de epitopos dentro de diferentes proteomas virais obtidos em
banco de dados.

3.2.3 Construir modelos de vacina multi-epitopo com propriedades fisico-quimicas otimizadas,
potencial antigenicidade e nao alergenicidade.

3.2.4 Analisar o modo de interacdo e a estabilidade dos complexos formados entre receptores
toll-like e os modelos de vacina propostos.

3.2.5. Analisar o modo de ligacdo entre as estruturas de epitopos preditos de células T e
variantes do complexo principal de histocompatibilidade de classes I e 1I.

3.2.6. Predizer e otimizar a expressdo em sistema bacteriano das sequéncias de cDNA das

vacinas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao de proteomas virais e avaliagao de similaridade a proteinas humanas

A base de dados Uniprot (BATEMAN et al., 2017) foi utilizada para obtencdo das
sequéncias de aminoacidos, em formato FASTA, do proteoma de referéncia do virus Nipah (ID:
UP000170143) e outros 14 proteomas publicamente disponiveis do virus (Apéndice A). Dados
0s proteomas obtidos, as respetivas proteinas foram analisadas com a ferramenta BLASTp
(JOHNSON et al., 2008) para identificar potencial similaridade de sequéncias (identidade) com

proteinas humanas.

4.2 Predicdo de epitopos de linfocitos T e indutores de IFN-y

Epitopos de linfocitos T citotoxicos (CTL) e auxiliares (HTL) foram preditos e
analisados utilizando-se a ferramenta TepiTool, derivada do Immune Epitope Database and
Analysis Resource (IEDB) (PAUL et al., 2016), sendo submetidas, para analise, as sequéncias
proteicas das proteinas virais em formato FASTA. Entre os diferentes parametros de predicao,
doze alelos representativos de supertipos imunitarios do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe | (SIDNEY et al., 2008) foram selecionados para predi¢ao
de epitopos de 9mers de CTL e vinte e seis tipos mais frequentes/representativos na populagédo
mundial, abrangendo sete supertipos de MHC classe 1| (GREENBAUM et al., 2011) foram
selecionados para predicdo de epitopos de 15 residuos de HTL (Apéndice B). O parametro de
predicdo utilizado foi o método de consenso IEDB recommended, com percentile rank de 1,0
como valor de corte para selecdo de epitopos CTL e 10,0 para epitopos HTL. De modo geral,
guanto mais préximo de zero for o percentile rank obtido, maior a probabilidade de um peptideo
ser um epitopo.

Para o desenho de peptideos indutores de IFN-y, os epitopos HTL obtidos foram
submetidos ao servidor IFNepitope (http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/), utilizando-se a
metodologia de modelo hibrido entre a selecdo baseada em motivos e maquina de vetores de
suporte (SVM), diferenciando-se indutores de nédo indutores. Portanto, ao fim do processo,
foram mantidos epitopos CTL com afinidade a MHC-I e epitopos HTL com afinidade a MHC-
Il e potencial indugéo de IFN-y.

4.3 Predicdo de imunogenicidade
A imunogenicidade dos epitopos selecionados preditos para interagir com MHC classes

| e 11 foi ainda analisada na ferramenta de imunogenicidade disponivel no IEDB (CALIS et al.,
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2013; DHANDA et al., 2018). As pontuagdes de imunogenicidade quanto a MHC-I variam
entre 0 e 1; a pontuagdo mais alta indica uma maior probabilidade de desencadear uma resposta
imune. As pontuacfes para a predicdo de ligacdo ao MHC-I11 variam de 0 a 100, com valores
baixos identificando peptideos mais imunogénicos e valores altos de peptideos néo

Imunogénicos.

4.4 Predigéo de processamento dos epitopos com afinidade a MHC classe |

Os epitopos de CTL foram analisados usando a ferramenta de processamento IEDB
MHC-I, que fornece acesso a previsdes de processamento de epitopos por meio da via de
apresentacdo de antigeno MHC de classe I, que inclui clivagem proteassomal e interacdo com
o transportador associado ao processamento de antigenos (TAP). Essas pontuacdes e a predicdo
de ligacdo ao MHC classe | (percentile rank) sdéo combinadas no servidor para gerar uma
pontuacéo de processamento (processing score). O objetivo desta predicdo é identificar ligantes
de MHC-I, ou seja, peptideos que sdo naturalmente processados a partir de suas proteinas de
origem e apresentados por moléculas MHC de classe | (TENZER et al., 2005). Todas as

pontuacgdes associam valores mais altos com maior eficiéncia prevista.

4.5 Predicéo de epitopos de células B

Epitopos lineares (continuos) de células B foram preditos por meio da ferramenta
BepiPred 2.0, através da analise das sequéncias proteicas virais por um algoritmo floresta
aleatoria baseado em epitopos anotados (JESPERSEN et al., 2017a). Os residuos foram
analisados sendo considerado o limiar padrdo para selecdo (>0,5).

Epitopos conformacionais (descontinuos) de linfécitos B foram preditos usando o
servidor ElliPro (PONOMARENKO et al., 2008), que implementa trés algoritmos realizando
as seguintes tarefas: (1) aproximacdo da forma da proteina como um elipsoide; (2) calculo do
indice de protrusdo do residuo (IP); e (3) agrupamento de residuos vizinhos com base em seus

valores de IP.

4.6 Filtragem dos epitopos

Foram utilizados trés critérios de filtragem para selecionar os epitopos virais para o
desenho da proteina: (1) imunogenicidade e processamento previstos, (2) conservagdo
estrutural entre as cepas virais e (3) toxicidade potencial. A conservacao estrutural de epitopos
entre as diferentes sequéncias analisadas foi verificada usando a ferramenta de analise de

conservacdo do epitopos do IEDB (BUI et al., 2007). Adicionalmente, os resultados obtidos
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foram comparados através de alinhamento mdaltiplo usando MUSCLE (EDGAR, 2004) e
regides com as maiores sobreposi¢oes foram analisadas, sendo retidos somente os epitopos com
100% de conservacdo em todas as cepas virais. Apenas epitopos conservados em todas as
quinze cepas analisadas foram retidos. Para verificar a potencial natureza ndo tdxica dos
epitopos obtidos, a ferramenta ToxinPred serd utilizada com a abordagem hibrida baseada em
motivos (e-value = 10) e maquina de vetores de suporte (threshold = 10) (GUPTA et al., 2013).

4.7 Construcao dos modelos de vacina

Seis modelos de proteinas multi-epitopo compostas de até 400 residuos foram
desenhados a partir das analises anteriores de B e linfocitos T epitopos. O primeiro modelo
consistiu nos melhores epitopos obtidos da proteina de fusdo e glicoproteina G, validados
experimentalmente com atividade imunomoduladora contra infec¢do por NiV (BOSSART et
al., 2012; DEBUYSSCHER et al., 2014; MCEACHERN et al., 2008). O segundo modelo inclui
epitopos selecionados de todas as proteinas virais codificadas pelo genoma de NiV. As
subunidades das proteinas de multiplos epitopos projetadas foram iniciadas pela sequéncia do
adjuvante B-defensina 4A, seguida por diferentes combinac6es dos epitopos virais selecionados
que foram adicionados sequencialmente. Em seguida, a sequéncia do adjuvante S-defensina 103
foi adicionada a regido C-terminal dos modelos projetados. Por fim, o ligante EAAAK foi
alocado entre epitopos e adjuvantes e os ligantes GPGPG, AAY, e KK foram fundidos com
epitopos reconhecidos por HTL, CTL e linfécitos B, respectivamente (CHEN; ZARO; SHEN,
2013).

4.8 Avaliacdo de antigenicidade, alergenicidade dos modelos e propriedades fisico-
quimicas

A potencial antigenicidade da sequéncia final das vacinas multi-epitopo foi analisada
por ANTIGENpro (CHENG et al., 2005), através de um pipeline baseado em maquina de
vetores de suporte. Para avaliar a alergenicidade dos modelos projetados foram utilizados dois
servidores: SDAP, que efetiva analise de alinhamento com proteinas alergénicas presentes em
varios bancos de dados (IVANCIUC; SCHEIN; BRAUN, 2003). Adicionalmente, a natureza
alérgica ou néo alérgica dos modelos foi predita pelo servidor AlgPred através de alinhamento
com peptideos representativos de alérgenos (ARPS) e predigdo por um mddulo de maquina de
vetores de suporte (SAHA; RAGHAVA, 2006). As propriedades fisico-quimicas incluindo

peso molecular, meia-vida, indice de instabilidade, indice alifatico e grande média de hidropatia
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(GRAVY) foram calculadas pela ferramenta ExXPASy-ProtParam, através da sequéncia
primaria das proteinas (ARTIMO et al., 2012b).

4.9 Predicdo de estruturas terciarias e validacao

As estruturas tridimensionais das proteinas foram modeladas usando o algoritmo C-
QUARK, que combina o método de predi¢do ab initio a predicdo de mapa de contatos baseada
em aprendizado profundo (ZHENG et al., 2019). Em seguida, os modelos foram submetidos a
25ns de simulacdo de dinamica molecular, seguida por procedimento de refinamento no
programa GalaxyRefine, através da reconstrucdo de cadeias laterais seguida pelo subsequente
relaxamento geral da estrutura por simulagdo de dindmica molecular (HEO; PARK; SEOK,
2013).

A fim de reconhecer o0s possiveis erros nas estruturas terciarias iniciais e comparar 0s
modelos antes e depois dos processos de refinamento, foi utilizado o servidor ProSA-web
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007), para gerar 0 Z-score em comparagdo a estruturas
experimentalmente determinadas depositadas no Protein Data Bank (PDB). Gréaficos de
Ramachandran (programa  Procheck) e funcdo QMEAN disponiveis no  servidor
SwissModel (BIASINI et al., 2014) foram aplicados para avaliar a qualidade estereoquimica
dos modelos e para estimar a energia qualidade dos modelos de proteina, respectivamente.

Em uma terceira etapa de validacdo de predicdo estrutural, cada epitopo presente nas
proteinas projetadas foi submetido a comparacdo com estruturas terciarias de proteinas da
familia Paramyxoviridae depositadas no PDB. Tais estruturas foram selecionadas com base
na identidade e cobertura em relacdo aos epitopos. Em seguida, 0s epitopos e respectivos
modelos foram estruturalmente alinhados com base no desvio quadratico médio (RMSD) das

posicBes atbmicas.

4.10 Docagem molecular

Foram realizados dois tipos de simulagdes para analisar a interagdo de epitopos virais
com diferentes receptores imunoldgicos. A primeira estratégia consistiu na docagem molecular
entre peptideos virais reconhecidos por CTL e HTL e variantes dos principais complexos de
histocompatibilidade classes | e Il, respectivamente, conforme predicdo prévia obtida no
servidor IEDB. As estruturas de todos os receptores foram obtidas no Protein Data Bank ou
obtidas por modelagem de homologia usando o programa Modeller (FISER; SALI, 2003)
(Apéndice C). A segunda estratégia consistiu na docagem molecular entre modelos de proteinas

imunogénicas desenhadas a partir dos epitopos e o dominio de ligacdo extracelular do receptor
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toll-like 3 (PDB ID: 1ZIW). Além disso, as proteinas projetadas também foram docadas nos
sitios de ligacdo dos receptores toll-like 1 (PDB ID: 6NIH), 2 (ID: 3A7B) e 4 (ID: 3W3L). As
cavidades de ligacdo dos receptores foram analisadas usando o servidor CASTp (TIAN et al.,
2018), cujos algoritmos localizam, delineam e medem propriedades geomeétricas e topologicas
de estruturas de proteinas. As simulagdes foram produzidas usando o servidor HDOCK, que aplica
um protocolo hibrido entre modelagem baseada em modelos e simulacdes free docagem (YAN et al.,
2017). Em seguida, as principais interacdes ndo covalentes dos complexos proteina-proteina
foram analisadas pela ferramenta  Generate disponivel no banco de dados
PDBsum (LASKOWSKI et al., 2018). Por fim, foram selecionados modelos baseados nas

melhores pontuacdes de docagem para serem analisados por simulagdes de DM.

4.11 Simulacg6es de dinamica molecular (DM)

SimulacGes de DM foram realizadas no pacote Amberl6 (SALOMON-FERRER;
CASE; WALKER, 2013) entre proteinas multi-epitopo selecionadas e o receptor toll-like 3.
Foram analisados dois sistemas: o receptor no estado ndo ligado (livre de antigeno) e em estado
complexado com os modelos multi-epitopo. As estruturas das proteinas foram tratadas com
mecanica molecular usando o campo de forca Amberff14SB. Inicialmente, os complexos foram
protonados e solvatados em uma caixa d'agua octaédrica truncada com o modelo de solvatacdo
explicita TIP3P (MARK; NILSSON, 2001) usando o modulo Tleap do pacote Amberl6. A
distancia entre a parede da caixa d'agua e os atomos do sistema solvatado foi fixada em 15,0A.
Contraions Cl- foram adicionados para manter a eletroneutralidade do sistema, de acordo com
a carga total calculada pelo moédulo Tleap. Inicialmente, um protocolo de minimizacdo de
energia de nove etapas para os sistemas foi realizado, envolvendo os métodos steepest descent
e gradiente conjugado (BRERETON, 2010). O algoritmo SHAKE foi aplicado para todas as
ligacGes de hidrogénio dos sistemas analisados (KRAUTLER; VAN GUNSTEREN;
HANENBERGER, 2001). Os sistemas de proteina foram gradualmente aquecidos durante 5ns
de simulagdo para aumentar a temperatura para 300 K. A temperatura foi mantida em 300 K
(temperatura final) por acoplamento ao termostato de Langevin (LZAGUIRRE et al., 2001)
usando uma frequéncia de colisdo de 2 ps™ e a pressdo isotropica foi mantida constante em 1
bar usando o barostato de Berendsen. Em seguida, 10 ns de dindmica foram realizados para a
etapa de equilibracdo. Finalmente, 100ns de simulacdo de DM foram aplicados para cada
sistema de proteina em ensemble isotérmico-isobarico (NPT) usando temperatura de 300K e
pressdo de 1 bar. Um ciclo de integracdo de 2fs foi aplicado para analisar as trajetorias e um

cut-off de 12,0 A foi aplicado para as interacdes ndo ligadas e 0 método de malha de particulas
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Ewald (PME)(SHAN et al., 2005) foi aplicado para calcular as interacGes eletrostaticas de longo
alcance. Os gréaficos de RMSD e RMSF foram obtidos para cada sistema durante os 100 ns da

trajetéria MD usando como referéncia os &tomos pesados (Ca, N e O) do esqueleto da proteina.

4.12 Calculos de Energia Livre de Ligacao

Para avaliar as afinidades de ligagdo dos modelos de proteinas multi-epitopo projetados
complexados com TLR3, foram realizados calculos de energia livre de ligacdo dos complexos
usando os metodos MM/PBSA (Molecular Mechanics Poisson—Boltzmann Surface Area) e
MM/GBSA (Molecular Mechanics Generalized Born Surface Area). Os frames finais da
trajetoria de DM foram obtidos usando o modulo Cpptraj, entdo as energias livres de ligagdo
foram calculadas usando o modulo MMPBSA.py disponivel no pacote Amberl6
(GENHEDEN; RYDE, 2015).

4.13 Otimizagéo de codons e expressao in silico em sistema vetorial

A otimizacdo do uso de codons foi realizada para aumentar a eficiéncia da expressao de
cDNA em vetores de clonagem com a finalidade de obter uma expressao heteréloga 6tima nos
hospedeiros bacterianos. Em primeiro lugar, as sequéncias de cDONAs das proteinas desenhadas
foram geradas pelo servidor JCat (GROTE et al, 2005)usando o hospedeiro
bacteriano Escherichia coli como sistema de expressdo. Além disso, a ferramenta GenScript
Rare Codon Analysis  (https://www.genscript.com/tools/rare-codon-analysis)  foi  usada
para realizar a otimizacdo do uso de codons e para gerar o indice de contetdo de guanina-
citosina (GC), o indice de adaptacdo de cddons e medir a frequéncia de codons em tandem
(GIBSON, 2012). Em seguida, o vetor pET28a+ foi usado como um vetor de expresséo para o
cDNA dos modelos multi-epitopo usando o software SnapGene (https://www.snapgene.com/).
As sequéncias dos modelos selecionados foram inseridos sitios de restricio BamHI/Hindlll; o
cddon de iniciacdo ATG e sequéncia GGATCC (sitio de restricdo BamHI) foram introduzidos
na regido inicial da sequéncia e o sitio de restricdo Hindilll (AAGCTT) foi adicionado ao final
da sequéncia. Além disso, os modelos de cDNA foram marcados com uma etiqueta de poli-
histidina na extremidade 3'. Um esquema das etapas de metodologia abordadas neste trabalho

esta ilustrado na Figura 8.


https://www.snapgene.com/

Figura 8- Metodologia para desenho de proteinas imunogénicas a partir do proteoma do Virus Nipah
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Predicdo de antigenicidade e avaliacdo de homologia de proteinas

As sequéncias de aminoacidos das nove proteinas do NiV, baseadas nos proteomas
obtidos no banco de dados Uniprot (Apéndice A), foram preditas com antigenicidade pelo
servidor AntigenPRO, com valor limite de predigéo igual a 0,4. Todas as proteinas investigadas
foram identificadas com potencial antigenicidade e as proteinas V, W e P apresentaram maior
potencial antigénico (0,95, 0,94 e 0,94, respectivamente).

A similaridade de sequéncia entre proteinas do hospedeiro e antigenos provenientes do
patégeno podem levar a doengas autoimunes (KANDUC, 2012) e mimetismo molecular
(ROJAS et al., 2018). Com base nessa suposicdo, o alinhamento de sequéncia foi produzido
através de BLASTp usando o proteoma humano como um parametro padrdo. As analises
monstraram que as proteinas W, N e C ndo apresentaram grau suficiente de similaridade com
nenhuma outra proteina humana. Estudos anteriores monstram que as proteinas de NiV
apresentam menos de 40% de similaridade de sequéncia com proteinas codificadas pelo genoma
humano (OJHA et al., 2019). No entanto, as proteinas F e M monstram uma identidade maior
do que 40% com AngRem52. Além disso, as proteinas P, V e W tém uma identidade de 30,51%
com AngRem104 (Tabela 2).

Tabela 2 - Predicéo de antigenicidade das proteinas NiV usando alinhamento baseado em sequéncia. Cada proteina
é identificada por seu respectivo indice de antigenicidade, cobertura (%), identidade (%) e homélogo humano
previsto.

Proteina Antigenicidade Cobertura (%) Identidade (%) Potencial Homologo
Glicoproteina de fusdo FO (F) 0,55 40 41.96 AngRemb52
Glicoproteina G (G) 0,89 13 27.17 Mel transformlng

oncogene variant
Proteina V (V) 0,94 25 30.51 AngRem104
Proteina W (W) 0,94 25 30.51 AngRem104
Fosfoproteina (F) 0,95 16 30.51 AngRem104
Proteina de matriz (M) 0,50 95 53.12 AngRemb52
Proteina C (C) 0,70 N4o disponivel ~ N&o disponivel N&o disponivel
Nucleoproteina (N) 0,74 N4o disponivel ~ N&o disponivel N&o disponivel
Polimerase de RNA (L) 0,41 Ndo disponivel ~ N&o disponivel Néo disponivel

.Fonte: Elaborado pelo Autor.

InvestigacOes experimentais previamente revelaram que as sequéncias AngRemb52 e
AngRem104, derivadas de cDNA originalmente descritas como produtos de genes humanos,
sdo sequéncias virais de um membro da familia Paramyxoviridae (LI et al., 2006;
SCHOMACKER; COLLINS; SCHMIDT, 2004). Portanto, considerando a falta de
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similaridade a proteinas humanas, foram exploradas todas as proteinas virais para predicao de
epitopos visando o desenho de proteinas imunogénicas.

5.2 Predicéo e filtragem de epitopos de células T e B

Para predizer e analisar os epitopos reconhecidos por CTL e HTL, foram utilizadas as
ferramentas disponiveis no Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB) (VITA
et al., 2015). A andlise inicial foi baseada na afinidade das proteinas virais (classificacdo pelo
percentile rank) com 12 moléculas representativas de diferentes supertipos do MHC-I, com a
finalidade de obtencdo de epitopos reconhecidos por linfocitos T citotdxicos. Foram
selecionados epitopos com pontuagdes de imunogenicidade superiores a 0 e com conservagado
nos 15 proteomas de NiV analisados. Foram obtidos 78 epitopos potencialmente imunogénicos
que foram submetidos a anélise in silico quanto ao processamento intracelular com base na via
de apresentacdo do antigeno do MHC-I (pontuacdo de processamento), promiscuidade por
afinidade (supertipos MHC-I) e sua potencial toxicidade. Com base nesses filtros, foram

selecionados um total de 14 epitopos de CTL para o desenho de proteinas (Tabela 3).

Tabela 3- Epitopos virais de proteinas de NiV reconhecidas pelos linf6citos T citotdxicos e respectivos supertipos
de MHC-I, percentile rank (PR), pontuacdo de imunogenicidade (IS), pontuacdo de processamento (PS) e
cobertura populacional..

Proteina Epitopo MHC-I PR IS PS Cobertura
(Sequéncia) (supertipos)

L SHMWRELAL B39, B8 0,06 0,32 1,96 13,15%
C WTQWLQTLY Al, A26 0,11 0,08 2,5 22,62%
F AQITAGVAL B44 0,12 0,21 1,29 18,43%
G LMMTRLAVK A3 0,12 0,08 2,52 17,34%
F ETLLRTLGY A26, Al 0,14 0,08 2,41 22,62%
G AMDEGYFAY Al 0,17 0,26 1,26 3,42%
F VLFANCISV A2 0,2 0,04 2,18 39,08%
G FLIDRINWI A2 0,2 0,37 1,94 39,08%

P, W,V KSRGIPIKK A3 0,35 0,16 1,26 16,81%
M YMYLICYGF A24, B62 0,37 0,08 2,52 28,02%
G TVNPLVVNW B58 0,4 0,05 1,37 16,81%
F EWISIVPNF A24, A26 0,49 0,03 2,57 26,52%
N RASAATATL B7, B58 0,6 0,12 2,01 15,97%
F IVRVYFPIL B8, B39, B62 0,9 0,23 1,98 10,55%

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Da mesma forma, 0s epitopos reconhecidos pelo HTL foram identificados usando
critérios semelhantes, exceto a predigdo de processamento intracelular. A predicdo da ligacdo

dos peptideos a 26 variantes do MHC-II foi explorada, cobrindo 6 supertipos (DR, DP, DP2,
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DRB3, DR4 e DQ). Os epitopos previstos como indutores de MHC-II foram filtrados em
relagdo a inducdo de IFN-y. Finalmente, um total de 17 epitopos HTL foram obtidos para

estudos adicionais (Tabela 4).

Tabela 4- Epitopos virais de proteinas NiV reconhecidos pelos linf6citos T auxiliadores.

Proteinas Epitopo (Sequéncia) MHC- 11 Percentile  Imunoge Cobertura
(supertipos) rank nicidade populacional

C MMASILLTLFRRTKK DR, DP, DP2 0,17 39,42 37,50%

N AVEIISDIGNYVEET DRBSE’)ES’ DP. 0,21 39,71 23,90%

F NSEWISIVPNFILVR DR, DIEES% DR4, 0,64 28,08 41,94%

L ADKVLEYAPIMKAHA DR, DR4, DRBS, 0,7 36,1 59,94%

DP, DP2

F FISFIIVEKKRNTYS DR 0,91 44,94 14,77%

F VPNFILVRNTLISNI DR, DR4, DRB3 1,2 35,09 36,03%

M KRKKIRTIAAYPLGV DR, DRB3 1,4 34,98 29,83%

F IHILYVLSIASLCIGL DR, DRB3 1,6 40,41 43,78%

F TAVLGNVIISLGKYL DR, DRB3, DQ 1,6 44,72 24,27%

DR, DRB3, DR4,
G DSKILSAFNTVIALL DP, DP2, DQ 1,6 34,48 17,82%
G SAVYNNEFYYVLCAV DP2, DRB3, DQ 1,65 75,54 12%

G SKILSAFNTVIALLG DR, DR4 2,1 35,05 32,82%

G GVYNDAFLIDRINWI DRB3, DP2 2,4 41,84 23,90%

P,V,W EFEDEFAGSSSEVIV DR, DQ 2,45 78,23 18,23%

F NIEIGFCLITKRSVI DR 6,4 46,43 6,40%

Fonte: Elaborado pelo Autor.

De acordo com as analises in silico, o epitopo FLIDRINW!I reconhecido por linfocitos
T citotoxicos, e 0 epitopo ADKVLEYAPIMKAHA reconhecido por linfécitos T auxiliares
atingem 39,08% e 59,94% da populacdo mundial, respectivamente. Todos 0s epitopos
selecionados juntos mostraram cobertura acima de 98% da popula¢do humana, um indice
superior ao relatado em investigacOes prévias de analise de epitopos virais (ALI; MORSHED;
HASSAN, 2015; SAHA et al., 2017; SAKIB et al., 2014).

Também foi realizada uma predicdo baseada em sequéncia dos epitopos lineares
reconhecidos pelos linfocitos B usando o servidor BepiPred 2.0 (JESPERSEN et al., 2017) e
apenas epitopos ndo toxicos e conservados entre as cepas de NiV conhecidas foram mantidos
na biblioteca de peptideos. Dos 85 peptideos inicialmente previstos, apenas 12 epitopos com 0
comprimento entre 5 e 11 residuos foram selecionados para o projeto de proteina de multiplos

epitopos (Tabela 5).
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Tabela 5- Epitopos virais reconhecidos por linfécitos B previstos a partir do proteoma do virus.

Proteina Epitopo viral
Glicoproteina de fusdo FO KIGLVKG
Glicoproteina de fusdo FO ISIVPNFI
Glicoproteina de fusdo FO IQELLPVS
Glicoproteina de fusdo FO TAGVALY

Glicoproteina G VYHCSAV
Glicoproteina G YFPAVGFL
Glicoproteina G PSKVIKS
Glicoproteina G EGVYN
Proteina V YHDHGGE
RNA polimerase L LYILRQSKQGD
Nucleoproteina VLLEESIQT
Proteinas W, P and V ELVNDGL

Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.3 Construcao dos modelos de vacina

Duas estratégias de desenho foram utilizadas para obter estruturas de proteinas
multiepitopo (Figura 9). Usando diferentes combinacBes de epitopos, foram obtidos seis
modelos finais compostos por um total de 395-398 residuos usando 8 epitopos CTL e 7 HTL,;
e 7 epitopos continuos reconhecidos por linfécitos B. Os modelos 1, 2 e 3 foram baseados na
primeira estratégia (epitopos das proteinas F e G), enquanto os modelos 4, 5 e 6 contém epitopos

de todas as proteinas virais (Apéndice D).
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Figura 9 - Visdo geral esquematica dos dois tipos de proteinas multiepitopo projetadas. Os modelos finais
incluiram as seguintes sequéncias: epitopos virais reconhecidos por CTL, HTL e linfocitos B lineares (BL), que
foram fundidos com ligantes AAY, GPGPG e KK, respectivamente. O ligante EAAAK foi usado para conectar as
B-defensinas como adjuvantes nas regides N e C terminais de ambas as estruturas.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Diferentes estudos relataram sucesso no projeto de modelos de proteinas multiepitopo
para NiV usando proteinas F e G, encontradas na superficie viral (ALl; MORSHED; HASSAN,
2015; SAHA et al., 2017; SAKIB et al., 2014). No entanto, estudos experimentais monstraram
que as proteinas V (RODRIGUEZ; PARISIEN; HORVATH, 2002), W (SATTERFIELD;
DAWES; MILLIGAN, 2016b; SHAW et al., 2005), P (JENSEN et al., 2020), M (BHARAJ et
al., 2016), C (MATHIEU et al., 2012) e N (SUGAI et al., 2017) desempenham um papel
importante na evasdo da resposta imune humana. Dessa forma, foram incluidos epitopos
provenientes de todas as proteinas virais com o fim de potencializar a resposta imune e

maximizar a diversidade antigénica.

5.4 Predicdo e validacao de estruturas das proteinas multiepitopo



66

Embora grande parte das pesquisas envolvendo desenho de proteinas imunogénicas
empregue as abordagens de modelagem por homologia e threading para predi¢do estrutural
(CHAUHAN et al., 2019; IKRAM et al., 2018; ALl et al., 2017; USMAN MIRZA et al., 2016),
a modelagem ab initio ja foi aplicada com sucesso para explorar 0 espaco conformacional de
epitopos que ndo possuem estruturas de referéncia com cobertura e identidade adequadas para
utilizagdo como modelos para predigéo estrutural (ZHENG et al., 2019), como nos casos da
proteina do nucleocapsideo do sangue hemorragico da Crimeia-Congo virus da febre
(SRINIVASAN et al., 2011), do fator de infectividade viral do virus da imunodeficiéncia
humana (DA COSTA et al., 2014) e da proteina capsidial do virus do mosaico do Cardamomo
(KUMAR et al., 2016). No presente estudo, aproximadamente 12% e 20% de cobertura e de
identidade de sequéncias foram encontradas, respectivamente, para as proteinas multi-epitopo
projetadas, em relacdo as estruturas depositadas no Protein Data Bank. Com base nisso, foi
aplicada a abordagem ab initio de C-QUARK desenvolvida por Zhang et al (2019).

Com base no C-score obtido, os modelos 2 e 4 monstraram melhores pontuagfes de
predicdo estrutural, com valores iguais a -22,44 e -17,81, respectivamente (Tabela 6). Ainda,
os resultados de validacdo obtidos monstraram que a predicdo estrutural realizada foi
consistente. Todas as proteinas obtiveram mais de 85% de residuos nas regides mais favoraveis
do gréfico de Ramachandran e menos de 3% de residuos em regides nao permitidas (Apéndice
E). Da mesma forma, os Z-Scores obtidos no servidor Prosa-Web (WIEDERSTEIN; SIPPL,
2007), que compara a qualidade energética das estruturas preditas com as estruturas depositadas
experimentalmente no Protein Data Bank, monstraram que os modelos apresentam indices de
qualidade comparativamente semelhantes ao de estruturas cristalograficas. Além disso, 0s
graficos do QMEAN apresentaram pontuacdes positivas para ambas as estruturas, o que indica

a qualidade energética satisfatoria dos modelos (Tabela 6).

Tabela 6 - C-score da predicdo estrutural obtida no servidor C-Quark, Z-Score obtido no servidor Prosa-Web,
indice QMEAN obtido no servidor Swiss Model e distribui¢do dos angulos residuais de acordo com as regifes do
gréfico de Ramachandran.

Regibes do Gréafico de Ramachandran

Model C-Score Z- OMEAN Regides _Regides Regides Regjﬁes

ID Score mais adicionalmente ~ generosamente ndo
favoraveis permitidas permitidas permitidas

4 -22,44  -9,89 0,83 92,30% 5,80% 0,30% 1,50%
2 -17,81 -6,75 0,75 88,90% 9,80% 0,90% 0,30%
3 -15,43 -8,11 0,85 87,30% 9,30% 1,20% 2,20%
6 -15,42 -7,45 0,71 89,80% 8,00% 0% 2,20%
1 -13,99 -11,9 0,81 90,50% 8,30% 0% 1,20%
5 -13,31 -7,11 0,78 86,50% 10,10% 1,20% 2,10%

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Adicionalmente, a comparacao das estruturas dos epitopos potenciais presentes

nas proteinas desenhadas com fragmentos de estruturas cristalograficas de diversos membros

da familia Paramyxoviridae fornece evidéncias da conservacdo estrutural desses peptideos

(Tabela 7) e indica que a presenca de ligantes entre epitopos ndo gerou impactos estruturais de

grande impacto. Os RMSDs obtidos variaram entre 0,079 e 1,567.

Tabela 7 - Alinhamento estrutural entre epitopos previstos e estruturas de paramixovirus depositadas no Protein

Data Bank (PDB).

Epitopo Proteina PDB ID (Referéncia) RMSD Cobertura Identidade
VLFANCISV F 6TYS 0,079 100% 100%
YMYLICYGF M 6BK6 0,215 100% 88.89%
IVRVYFPIL F 6TYS 0,216 100% 100%
ETLLRTLGY F 6TYS 0,236 100% 100%
TAGVALY F 6TYS 0,241 100% 100%
ADKVLEYAPIMKAHA L 6V85 0,254 80% 58.3%
ELVNDGL W, P,V 4C0O6_B 0,261 100% 100%
RASAATATL N 1EJ6 0,297 7% 100%
VPNFILVRNTLISNI F 6TYS 0,388 100% 100%
AQITAGVAL F 6TYS 0,420 100% 100%
WTQWLQTLY C 202C 0,508 100% 77.78%
MMASILLTLFRRTKK C 3WV4 0,589 80% 50%
EGVYN G 3D11 0,573 100% 100%
EFEDEFAGSSSEVIV P.V,W 3CER 0,607 93% 52.94%
DSKILSAFNTVIALL G 5MRW 0,618 100% 64.29%
VYHCSAV G 3D11 0,674 100% 100%
GVYNDAFLIDRINWI G 3D11 0,772 100% 100%
TVNPLVVNW G 3D11 0,794 100% 100%
AMDEGYFAY G 3D11 0,835 100% 100%
YHDHGGE V 6KSI 0,847 100% 75%
NSEWISIVPNFILVR F 6TYS 0,860 100% 100%
NSEWISIVPNFILVR F 6TYS 0,921 100% 100%
LYILRQSKQGD L 5J3U 0,933 90% 100%
TAVLGNVIISLGKYL F 6TYS 0,994 100% 100%
ISIVPNFI F 6TYS 0,995 100% 100%
SKILSAFNTVIALLG G 4U4C 1,09 86% 61.54%
IILYVLSIASLCIGL F 4G91 111 86% 50%
AVEIISDIGNYVEET N 4C06_A 1,032 100% 100%
KSRGIPIKK P, W,V 4ZWQ 1,034 88% 75%
FISFIIVEKKRNTYS F 5ULD 1,044 93% 64.29%
YFPAVGFL G 6PD4 1,078 100% 100%
NIEIGFCLITKRSVI F 6TYS 1,088 100% 100%
KIGLVKG F 6TYS 1,096 100% 100%
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PSKVIKS G 5F4L 1,112 85% 83.33%
SAVYNNEFYYVLCAV G 3D11 1,157 100% 100%
SHMWRELAL L 4GUZ 1,186 100% 63.64%
LMMTRLAVK G 3D11 1,198 100% 100%
EWISIVPNF F 6TYS 1,253 100% 100%
IQELLPVS F 6TYS 1,255 100% 100%
KRKKIRTIAAYPLGV M 6BK6 1,299 100% 100%
FLIDRINWI G 3D11 1,494 100% 100%
VLLEESIQT N 4C06_A 1,567 100% 100%

Fonte: Elaborado pelo Autor.

As estruturas tridimensionais dos modelos 1 e 4 de proteinas com multiplos epitopos podem ser
observadas nas Figura 10 e 11, que ilustram a distribuicdo espacial dos residuos contendo regides
adjuvantes, epitopos reconhecidos por linfécitos T citotoxicos, T auxiliares e B e seus respectivos

linkers.

Figura 10 - Estruturas secundaria e terciaria de proteinas multi-epitopo projetadas (Modelo 1).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Figura 11 - Estruturas secundaria e terciaria de proteinas multi-epitopo projetada (Modelo 4).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.5 Predigdo de linfdcitos B conformacionais/descontinuos

A aplicacdo de um algoritmo de aprendizado de maquina para prever epitopos
conformacionais/descontinuos reconhecidos por linfocitos B apontou para 10 epitopos
potenciais no modelo 1 e 6 epitopos no modelo 4 reconhecidos por linfécitos B. Observa-se que
tais regides de epitopos abrangem regides de superficie em proteinas e também coincidem com
a localizacdo de epitopos reconhecidos por linfocitos T, o que se mostra como favoravel a
multipla estimulagdo de reconhecimento pelo sistema imune ( Figura 12).



70

Figura 12 - Estruturas das proteinas multi-epitopo projetadas mostrando a localizagdo dos epitopos
conformacionais reconhecidos pelos linfocitos B (em azul). A) Modelo 1. B) Modelo 4.
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C-terminal

Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.6 Propriedades fisico-quimicas, antigenicidade e alergenicidade

Diferentes propriedades fisico-quimicas das proteinas desenhadas foram calculadas de
acordo com os parametros do servidor ProtParam (GASTEIGER et al., 2003, 2009). O potencial
isoelétrico (PI) dos modelos variou entre 9,51 e 9,68, 0 que indica uma natureza basica,
enquanto o peso molecular variou entre 42.374,36 (modelo 3) e 43,007,21 (modelo 4). Os
indices de instabilidade obtidos foram menores do que o valor padrdo (40), o que indica que as
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proteinas sdo potencialmente estaveis. O indice alifatico variou entre 84,16 e 100,03, o que
indica que ambas as proteinas sdo termoestaveis, um fator interessante para a estabilidade
estrutural a temperatura humana. Os valores de meia-vida de cada modelo foram preditos em
30 h para modelos in vitro (reticulocitos de mamiferos) e este tempo € consistente para ser
reconhecido pelo sistema imunolégico. A grande média de hidropaticidade (GRAVY) variou
entre 0,132 e 0,311; e essas pontuacBes positivas referem-se & sua natureza hidrofébica.
Finalmente, todos os modelos de multiepitopos projetados foram preditos como potencialmente
antigénicos, obtendo taxas mais altas do que o valor de corte do servidor AntigenPRO (0,4).

Em conjunto, as propriedades analisadas mostraram que as proteinas analisadas s&o
potencialmente estaveis e atendem a varias caracteristicas desejadas para a formulacdo de
vacinas de proxima geracdo (BATEMAN et al., 2017) (Tabela 8).

Tabela 8: Propriedades estruturais e fisico-quimicas de cada modelo multi-epitopo projetado.

Propriedades Modelos (ID)
1 2 3 4 5 6
Peso molecular 42,423.35 42,423.35 42,374.36 43,007.21 43,007.21 42,958.23
Potencial isoelétrico 9,68 9,68 9,73 9,51 9,51 9,57
_ Indice de 21,68 21,68 21,61 32,12 325 32,15
instabilidade
indice alifatico 100,28 100,28 100,03 84,45 84,45 84,16
Meia vida 30 horas 30 horas 30 horas 30 horas 30 horas 30 horas
GRAVY 0,311 0,311 0,286 0,132 0,132 0,157
Antigenicidade 0,5693 0,5827 0,5809 0,5148 0,5128 0,5331

Fonte: Elaborado pelo Autor.

A alergenicidade dos modelos foi também predita usando diferentes métodos computacionais.
Considerando os métodos de alinhamento baseados em sequéncia (SDAP, AllerTOP, e AlgPred Blast),
todas as proteinas multi-epitopo obtiveram valores satisfatorios, mostrando assim potencialmente nao
induzir alergenicidade (Tabela 9). Os modelos 5 e 6 foram previstos para induzir alergenicidade,
portanto, ambos foram excluidos das analises posteriores de interacdo com MHC-1, MHC-I1 e receptores
toll-like.

Tabela 9 - Predigdo de alergenicidade dos seis modelos de multi-epitopos projetados usando métodos de
alinhamento baseados em sequéncia (SDAP, AllerTOP e AlgPred Blast).

Modelo (ID) SDAP AllerTOP AlgPred AlgPred (BLAST)
1 Néo alérgeno Néo alérgeno Néo alérgeno N&o alérgeno
2 Néo alérgeno Néo alérgeno Néo alérgeno N&o alérgeno
3 Né&o alérgeno Né&o alérgeno Né&o alérgeno Né&o alérgeno
4 Né&o alérgeno Né&o alérgeno Né&o alérgeno Né&o alérgeno
5 Né&o alérgeno Né&o alérgeno Alérgeno Né&o alérgeno
6 Né&o alérgeno Né&o alérgeno Alérgeno Né&o alérgeno

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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5.7 Docagem Molecular

5.7.2 Interacdo entre proteinas desenhadas e TLR3

No presente estudo, foi selecionado o TLR3 para analisar a afinidade de ligacdo e
seletividade das proteinas multi-epitopo devido a evidéncia de seu importante papel no
reconhecimento da infeccéo por NiV e sua inibicdo mediada, principalmente, pela proteina viral
W (SHAW et al., 2005). O TLR3 também é relevante por estar envolvido com a ativacdo da
sinalizacdo Thl mediada por TRIF/TRAM, induzindo o sistema imunol6gico inato contra
infecces virais (KAISER et al., 2013).

Inicialmente, as analises espaciais mostraram apenas uma Unica cavidade central com
um volume acessivel ao solvente de aproximadamente 18.867.592 A3, onde os modelos foram
docados para analisar as interaces intermoleculares. A docagem molecular revelou que 0s
complexos apresentaram valores de energias favordveis de interacdo com o TLR3. Os
complexos 4 (TLR3 complexado com 0 modelo 4) e 1 (TLR3 e modelo 1) obtiveram a melhor
afinidade apresentando energias de ligacdo iguais a -318,45 kcal mol™* e -305,44 kcal mol ™,
respectivamente, monstrando assim uma ligacéo satisfatdria. Em seguida, selecionamos esses
dois modelos para outras simula¢des de MD. Os receptores TLR1, TLR2 e TLR4 também foram
analisados com os dois modelos de multi-epitopos projetados, mas obtiveram afinidades mais
baixas (Tabela 10).

Tabela 10 - Pontuaces de docagem do HDOCK obtidas a partir do docagem molecular entre os modelos de multi-
epitopos projetados (modelos 1 a 6) com a estrutura TLR3.

Complexos (ID) HDOCK score (kcal-mol™?)

TLR3 TLR1 TLR2 TLR4
4 -318,45 -296,32 -306,37 -247,67
1 -305,44 -289,22 -299,32 -294,35
5 -292,21 -272,45 -270,36 -293,88
6 -291,92 -280,54 -245,51 -251,45
3 -290,89 -275,66 -289,52 -268,83
2 -283,22 -280,45 -279,27 -261,41

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Quanto aos modelos 1 e 4, as interacdes com o receptor ocorreram, principalmente, em
relacdo aos residuos dos motivos LRR de TLR3 (Figura 13). O modelo 1 formou, na presente
simulacdo, 14 ligagGes de hidrogénio e 9 pontes salinas, dentre outras 134 interaces nao
ligadas. As ligacdes de hidrogénio apresentaram distancia média de 2,8A. Por sua vez, o modelo
4 formou 6 ligagdes de hidrogénio e 3 pontes salinas, dentre outras 287 interacdes ndo ligadas.

A descricao detalhada de interacdes esta contida nos Apéndices F e G.
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Figura 13- Interacdes intermoleculares obtidas por docagem molecular entre TLR3 e modelos da proteina
multiepitopo. A) Modelo 1. B) Modelo 4.

K330

<

E175

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Adicionalmente, o mapa de potencial eletrostatico dos modelos 1 (Figura 14B) e 4 (Figura 14C)
apresentou a maioria de residuos em regides com potencial positivo (azul) e uma minoria em regides
negativas (vermelho) e neutras (branco). Essas caracteristicas estruturais sdo compativeis com o
reconhecimento pelo TLR3, que apresenta predominancia de cargas negativas em seu dominio de
ligagéo extracelular (Figura 14A).
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Figura 14 - Mapas de potencial eletrostatico. A) TLR3. B) Modelo 1. C) Modelo 2.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

De modo geral, os resultados obtidos foram consistentes com estudos computacionais
anteriores que monstraram a interacdo de TLR3 com proteinas multi-epitopo projetadas para
NiV (OJHA et al., 2019) e MERS-CoV (SRIVASTAVA et al., 2018).

5.7.1 Interacdo entre peptideos epitopicos e MHC classes | e 11

As andlises de docagem molecular dos epitopos preditos com seus respectivos
receptores MHC-1 e MHC-II revelaram interacbes moleculares favoraveis e afinidade
energeética aos receptores; varios residuos dos sitios de ligacdo formaram ligagdes de hidrogénio
e contatos hidrofobicos em relagéo as proteinas multi-epitopo.

No complexo formado entre o epitopo EWISIVPNF obtido a partir da proteina F e o
supertipo MHC-I A24 (PDB ID: 3VXR), os residuos Lys45, GIn156 e Tyr159 formaram
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ligacBes de hidrogénio e contatos hidrofobicos com varios residuos no sitio de ligagéo, de forma
semelhante com os epitopos de HIV-1 cristalograficos (Figura 15A). Da mesma forma, o
epitopo FLIDRINWI obtido a partir da proteina G formou ligacGes de hidrogénio com os
residuos His70, Tyr99, Lys146, Trpl47 e Val152 localizados no sitio de ligacdo do supertipo
A2 MHC-1 (PDB ID: 3VXR), bem como contatos hidrofébicos com os residuos Tyr159 e
Thrl63 de forma semelhante, o que ocorre com o receptor cristalografico MART-1 (Figura
15B). Em rela¢do ao MHC-11 DRB5*01:01 (PDB ID: 1FV1) e DRB1*07:01 (PDB ID: 3PDO),
os epitopos MMASILLTLFRRTKK e IILYVLSIASLCIGL também formaram ligacdes de
hidrogénio semelhantes aquelas formadas por ligantes cristalograficos; o primeiro formou
interaces com Tyr13, Val65 e Phe67; o dltimo formou ligagdes de hidrogénio com os residuos
Phel3, Leu6 e Tyr78 (Figuras 15C e 15D). A descricdo completa das energias de ligacao
obtidas pelo docagem molecular entre os peptideos previstos como epitopos e 0s receptores

MHC-I e -1l sdo mostradas no Apéndice H.
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Figura 15 - Interagdes intermoleculares obtidas por docagem molecular entre moléculas do MHC e epitopos.
preditos. A) MHC-I supertipo A24 complexado com epitopo EWISIVPNF. B) MHC-I1 supertipo A2 complexado
com epitopo FLITRINWI. C) MHC-II molécula DRB5*01:01 complexada com epitopo MMASILLTLFRRTKK.
D) MHC-II molécula DRB*07:01 em complexo com epitopo IILYVLSIASLCIGL.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.8 Dinamica Molecular

Para analisar a estabilidade e as interagdes intermoleculares dos complexos formados
entre os modelos 1 e 4 e o receptor toll-like 3, foram realizadas simulagdes de DM com um
tempo total de 100ns. A analise dos valores RMSD da estrutura TLR3 no estado ndo ligado ao
longo da trajetdéria de DM demonstra uma estrutura estavel com ligeiras mudancas
conformacionais com oscilagées em torno de 2,98 A a 5,52 A; e um RMSD médio de 3,37A.
Os modelos 1 e 4 complexados com a estrutura TLR3 mostraram um RMSD médio de 3,47 e

5,16A, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16 - Grafico de RMSD do receptor TLR3 no estado nao ligado (livre de antigeno) e no estado ligado
(complexado com os modelos multiepitopo) obtidos ao longo de 100 ns de simulacdo de DM.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

O grafico de RMSF do TLR3 complexado com as proteinas multi-epitopo mostrou que
os residuos do sitio de ligacdo exibiram pouca variagdo em sua mobilidade quando comparados
com o estado ilimitado (livre de antigeno), o que indica que os epitopos tém uma afinidade de
ligacdo estavel e estabilidade conformacional. A analise dos valores de RMSF das proteinas de
multiplos epitopos sobre a simulacdo de DM indicou que os residuos do modelo 1 mostraram

menos mobilidade (Figura 17).
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Figura 17- Gréafico de RMSF do receptor TLR3 no estado ndo ligado (livre de antigeno) e no estado ligado
(complexado com os modelos de multiepitopos) obtidos ao longo de 100 ns de simulacdo de DM.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Dessa forma, os complexos entre 0 TLR3 e os modelos projetados 1 e 4 mostraram-se
estaveis ao longo da trajetéria das simulacdes de DM, o que é um indicativo adicional da
afinidade em relacdo ao receptor imunol6gico.Os valores de energia livre de ligacdo obtidos
pelos métodos MM-PBSA e MM-GBSA reforcam que os antigenos desenhados apresentam

grande estabilidade com o receptor TLR3 (Tabela 11).

Tabela 11 - A energia de ligacdo livre do receptor TLR3 complexado com as proteinas multi-epitopo projetadas.

Complexos AGpgsa (kcal.mol ™) AGggsa (kcal.mol ™)
Complexo 1 -57,30£1,07 -118,62+1,71
Complexo 4 - 65,22 +1,58 - 99,07+ 2,50

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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5.9 Clonagem in silico

As sequéncias de cDNAs otimizadas dos modelos selecionados 1 e 4 foram geradas pelo
servidor JCAT usando E. coli como sistema de expressdo de referéncia (Apéndice 1). Os
fragmentos de DNA da construcdo, digeridos por BamHI/Hindlll, foram inseridos nos locais
de restricdo BamHI/Hindlll do vetor pET28a + digerido/desfosforilado. Os construtos foram
marcados com 6X marcadores de histidina na extremidade 3 'do cDNA (Figura 18).

Figura 18 - Esquema de expressdo in silico. A porgao vermelha representa a insergao de proteinas de maltiplos
epitopos no vetor de expressao pET28a (+) (preto). A) Modelo 1. B) Modelo 4.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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As sequéncias de cDNA otimizadas dos modelos 1 e 4 exibiram teor de GC% igual a
59,38% e 58,41%, respectivamente. Ambos 0s pardmetros mostraram taxas favoraveis para a
expressao de proteinas em um hospedeiro bacteriano. Estudos monstraram que o teor de GC%
deve ser de 30% a 70% (GIBSON, 2012). A analise do indice de adaptacdo de codons (CAl)
mostrou que os modelos contém valores de 0,85 e 0,91 com raros cédons em tandem de 0%,
respectivamente. As pontuac@es obtidas indicaram que a expressdo da proteina no hospedeiro
ndo deve ser prejudicada pela frequéncia de uso de codons de sequéncias. Além disso, a
frequéncia obtida de codons tandem raros indicou que as sequéncias de cDNA projetadas serdo
potencialmente expressas no hospedeiro bacteriano quando comparadas com os valores de
referéncia (<30%). Cddons em tandem raros podem impedir a expressdo de cDNA ou
interromper o mecanismo de traducdo. Portanto, espera-se que cDNASs otimizados sejam

altamente expressos em linhas celulares de hospedeiros bacterianos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O virus Nipah é um dos virus zoon6ticos emergentes mais perniciosos, cuja expansao
da infeccdo viral atraves de surtos representa um serio perigo a satde publica mundial. A taxa
de letalidade que pode chegar a 91% e sequelas neuroldgicas de longo prazo, mesmo apos a
sobrevivéncia a doenga, impdem a necessidade do desenvolvimento de uma vacina eficaz
contra esse virus. Aqui, foram projetados modelos de proteinas multi-epitopo baseados no
proteoma viral, usando diferentes ferramentas e servidores disponiveis.

Inicialmente, foi possivel verificar a dissimilaridade de sequéncias das proteinas virais
em relagdo a proteinas humanas e a potencial antigenicidade das proteinas virais, especialmente
V, W e P, 0 que é também atestado por evidéncias experimentais disponiveis. Ainda, o0
mapeamento dos epitopos mais imunogénicos mostrou que esses estdo, em sua maioria, com
localizagéo nas regides externas dos modelos proteicos tridimensionais.

Neste estudo, foi proposto o desenho de dois modelos de proteinas multi-epitopo contra
NiV que consistem em epitopos virais atoxicos e ndo alergénicos reconhecidos por linfocitos T
citotoxicos, linfécitos T auxiliadores e linfocitos B. Os epitopos selecionados foram validados
por métodos in silico quanto a interacdo molecular com receptores do complexo principal de
histocompatibilidade classes | e 1l. A cobertura populacional dos modelos projetados superou
98% da populacdo mundial. Verificou-se que ambos continham epitopos IFN-y ¢ epitopos
descontinuos de células B. Através da ferramenta C-QUARK foi possivel predizer e validar a
estrutura tridimensional das proteinas desenhadas de forma satisfatdria.

Além disso, os modelos multi-epitopo 1 e 4 também mostraram interacdo estavel com o
receptor TLR3, analisada através de docagem molecular, simula¢6es de dindmica molecular e
calculos de energia livre de ligacdo. Com base no projeto e na validacgéo in silico dos construtos,
observa-se que a aplicacdo dos mesmos como componentes vacinais potencialmente induza
uma resposta imune humoral e mediada por células. Foram obtidas evidéncias de que os cDNAs
baseados em cddons dos respectivos modelos multi-epitopo tém uma expressao potencialmente
elevada em E. coli; portanto, poderiam ser clonados e expressos em nivel de laboratério para
ensaios in vivo em camundongos que expressam HLA humanizado para estudos posteriores.

Este estudo apresenta proteinas candidatas a componentes de vacina que, portanto,
podem ser uma solucéo altamente eficaz para a infecgdo do virus Nipah. Tal natureza profilatica
poderéa ser atestada através de estudos computacionais adicionais e, posteriormente, testes pré-

clinicos.
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APENDICES

Apéndice A

Tabela Al - Proteomas do virus Nipah obtidos do banco de dados Uniprot.

NUmero Proteoma (1D) Sequéncia (pb) Pais de origem
1 UP000170143 18,246 Malésia
2 UP000002330 18,246 Malésia
3 UP000128950 18,252 India
4 UP000007527 18,246 Malésia
5 UP000008676 18,246 Malésia
6 UP000130871 18,246 Malasia
7 UP000246210 18,167 Bangladesh
8 UP000246966 18,212 Malasia
9 UP000120177 18,252 Bangladesh
10 UP000100567 18,246 Malésia
11 UP000103103 18,252 Bangladesh
12 UP000110983 18,246 Malasia
13 UP000246915 18,214 Malasia
14 UP000136952 18,252 Bangladesh
15 UP000180669 18,373 Malasia

Apéndice B

Tabela A2 - Variantes e respectivos supertipos do complexo principal de
histocompatibilidade utilizados como parametro de predi¢éo de epitopos.

MHC (Classe) Alelo/Molécula Supertipo
A*01:01 Al
A*02:01 A2
A*03:01 A3
A*24:02 A24
A*26:02 A26
B*07:02 B7
Classe |
B*08:01 B8
B*27:05 B27
B*39:01 B39
B*40:01 B44
B*58:01 B58
B*15:01 B62
DRB1*01:01 DR
DRB1*03:01 DRB3
DRB1*04:01 DR4
DRB1*04:05 DR4
DRB1*07:01 DR

99



Classe
1

DRB1*08:02
DRB1*09:01
DRB1*11:01
DRB1*12:01
DRB1*13:02
DRB1*15:01
DRB3*01:01
DRB3*02:02
DRB4*01:01
DRB5*01:01
DPA1*01:01/DPB1*04:01
DPA1*01:03/DPB1*02:01
DPA1*02:01/DPB1*01:01
DPA1*02:01/DPB1*05:01
DPA1*03:01/DPB1*04:02
DQA1*01:01/DQB1*05:01
DQA1*01:02/DQB1*06:02
DQA1*03:01/DQB1*03:02
DQA1*04:01/DQB1*04:02
DQA1*05:01/DQB1*02:01
DQA1*05:01/DQB1*03:01

100

DR4
DR
DR
DR

DRB3
DR

DRB3

DRB3

DRB3
DR

DP2
DP2
DP
DP
DP
DQ
DQ7
DQ7
DQ
DQ
DQ7

Apéndice C

Tabela A3: Moléculas do complexo principal de histocompatibilidade com estrutura terciaria predita
por modelagem de homologia.

HLA molécula Classe PDB ID Resolugdo Cobertura Identidade
DPA1*02:01/DPB1*05:01 Class Il 3WEX 2.4A 71% 99.73%
DPA1*01/DPB1*04:01 Class Il 4P5K 2.6A 79% 95.08%
DQA1*05:01/DQB1*02:01 Class Il 4D8P 3.0A 79% 94.00%
DPA1*02:01/DPB1*01:01 Class Il SWEX 2.4A 71% 98.08%
DPA1*03:01/DPB1*04:02 Class Il 4P5K 2.6A 79% 95.08%
DQA1*01:02/DQB1*06:02 Class Il 6BLQ 1.8A 70% 73.57%
DQA1*04:01/DQB1*04:02 Class Il 4D8P 3.0A 79% 90.50%
DRB1*03:01 Class Il 6CPN 2.0A 75% 94.21%
A*26:01 Class | 609B 2.2A 77% 92.14%
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Apéndice D

Esquema Al - Desenho de sequéncias de proteinas com multiplos epitopos. A construgao consiste em residuos
de amino4cidos de sequéncias adjuvantes (p-defensinas) nos terminais N e C. O ligante EAAAK foi adicionado
para ligar os epitopos e adjuvantes. Os epitopos de CTL, HTL e linfocitos B lineares foram unidos com ligantes
KK, ligantes GPGPG e ligantes AAY, respectivamente.

Modelo 1

GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKPEAAAKDSKILSAFNTVIALLGPGPGNSEWI
SIVPNFILVRGPGPGIILYVLSIASLCIGLGPGPGSAVYNNEFYYVLCAVGPGPGGVYNDAFLIDRINWIGP
GPGFISFIIVEKKRNTYSGPGPGSKILSAFNTVIALLGGPGPGAMDEGYFAYAAYVLFANCISVAAYLMM
TRLAVKAAYEWISIVPNFAAYETLLRTLGYAAYIVRVYFPILAAYAQITAGVALAAYTVNPLVVNWAA

YKIGLVKGKKTAGVALYKKIQELLPVSKKISIVPNFIKKVYHCSAVKKYFPAVGFLKKPSKVIKSEAAAK
GIINTLOQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

Modelo 2

GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKPEAAAKAMDEGYFAYAAYVLFANCISVA
AYLMMTRLAVKAAYEWISIVPNFAAYETLLRTLGYAAYIVRVYFPILAAYAQITAGVALAAYTVNPLV
VNWAAYDSKILSAFNTVIALLGPGPGNSEWISIVPNFILVRGPGPGIILYVLSIASLCIGLGPGPGSAVYNN
EFYYVLCAVGPGPGGVYNDAFLIDRINWIGPGPGFISFIIVEKKRNTYSGPGPGSKILSAFNTVIALLGGPG
PGKIGLVKGKKTAGVALYKKIQELLPVSKKISIVPNFIKKVYHCSAVKKYFPAVGFLKKPSKVIKSEAAA
KGIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

Modelo 3

GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKPEAAAKKIGLVKGKKTAGVALYKKIQELL
PVSKKISIVPNFIKKVYHCSAVKKYFPAVGFLKKPSKVIKSKKDSKILSAFNTVIALLGPGPGNSEWISIVP
NFILVRGPGPGIILYVLSIASLCIGLGPGPGSAVYNNEFYYVLCAVGPGPGGVYNDAFLIDRINWIGPGPG
FISFHIVEKKRNTYSGPGPGSKILSAFNTVIALLGGPGPGAMDEGYFAYAAYVLFANCISVAAYLMMTRL
AVKAAYEWISIVPNFAAYETLLRTLGYAAYIVRVYFPILAAYAQITAGVALAAYTVNPLVVNWEAAAK
GIINTLOQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

Modelo 4

GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKPEAAAKADKVLEYAPIMKAHAGPGPGAVE
IISDIGNYVEETGPGPGMMASILLTLFRRTKKGPGPGKRKKIRTIAAYPLGVGPGPGEFEDEFAGSSSEVIV
GPGPGNSEWISIVPNFILVRGPGPGSKILSAFNTVIALLGGPGPGSHMWRELALAAYWTQWLQTLYAAY
AQITAGVALAAYAMDEGYFAYAAYKSRGIPIKKAAYYMYLICYGFAAYFLIDRINWIAAYRASAATAT
LAAYIQELLPVSKKYHDHGGEKKLYILRQSKQGDKKELVNDGLKKVLLEESIQTKKEGVYNKKTAGVA
LYEAAAKGIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

Modelo 5
GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKPEAAAKSHMWRELALAAYWTQWLQTLY
AAYAQITAGVALAAYAMDEGYFAYAAYKSRGIPIKKAAYYMYLICYGFAAYFLIDRINWIAAYRASAA
TATLAAYADKVLEYAPIMKAHAGPGPGAVEIISDIGNYVEETGPGPGMMASILLTLFRRTKKGPGPGKR
KKIRTIAAYPLGVGPGPGEFEDEFAGSSSEVIVGPGPGNSEWISIVPNFILVRGPGPGSKILSAFNTVIALLG
GPGPGIQELLPVSKKYHDHGGEKKLYILRQSKQGDKKELVNDGLKKVLLEESIQTKKEGVYNKKTAGV
ALYEAAAKGIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

Modelo 6
GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKPEAAAKIQELLPVSKKYHDHGGEKKLYILR
QSKQGDKKELVNDGLKKVLLEESIQTKKEGVYNKKTAGVALYKKADKVLEYAPIMKAHAGPGPGAV
EIISDIGNYVEETGPGPGMMASILLTLFRRTKKGPGPGKRKKIRTIAAYPLGVGPGPGEFEDEFAGSSSEVI
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VGPGPGNSEWISIVPNFILVRGPGPGSKILSAFNTVIALLGGPGPGSHMWRELALAAYWTQWLQTLYAA
YAQITAGVALAAYAMDEGYFAY AAYKSRGIPIKKAAYYMYLICYGFAAYFLIDRINWIAAYRASAATA
TLEAAAKGIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

Apéndice E

Figura A2: Gréaficos de Ramachandran apos refinamento dos modelos proteicos desenhados. A) Modelo 1. B)
Modelo 2. C) Modelo 3. D) Modelo 4. E) Modelo 5. F) Modelo 6.
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Apéndice F

Tabela A5 - Docagem molecular entre epitopos reconhecidos por CTL e moléculas de classe | do
complexo principal de histocompatibilidade.

Epitopo Docagem Score  Receptor/Supertipo Protein Data Bank ID
WTQWLQTLY -272.10 A*01:01 (A1) 4UQ3
-245,3 A*26:01 (A26) 6ENY (Homology modelling)
VLFANCISV -192.22 A*02:01 (A2) 3QEQ
EWISIVPNF -210.33 A*24:02 (A24) 3VXR
-213,24 A*26:01 (A26) 6ENY (Homology modelling)
ETLLRTLGY -207.68 A*01:01 (Al) 4UQ3
-235,72 A*26:01 (A26) 6ENY (Homology modelling)
IVRVYFPIL -207.83 B*08:01 (B8) 1MI5
-241,1 B*39:01 (B39) 402C
-228,23 B*15:01 (B62) 5TXS
AQITAGVAL -244,14 B*40:01 (B44) 51EK
LMMTRLAVK -209,4 A*03:01 (A3) 6ENY
TVNPLVVNW -212,1 B*58:01 (B58) 5VWH
AMDEGYFAY -258.55 A*01:01 (A1) 4UQ3
FLIDRINWI -246.32 A*02:01 (A2) 3QEQ
SHMWRELAL -209.94 B*08:01 (B8) 1IMIS
-251,07 B*39:01 (B39) 402C
YMYLICYGF -258.76 A*24:02 (A24) 3VXR
-237,28 B*15:01 (B62) 5TXS
RASAATATL -245,38 B*58:01 (B58) 5VWH
-201,06 B*07:02 (B7) 6AVG
KSRGIPIKK -224,09 A*03:01 (A3) 6ENY
Apéndice G

Tabela A7: Docagem molecular entre o receptor toll-like 3 e 0 modelo de proteina imunogénica 1.

TLR-3 TL,R'3 Modelo Mosielo Distancia Tipo de interag&o

(Atomo) (Residuo) (Atomo) (Residuo)
OE2 GLU33 NZ LYS342 2.79 Ligacdes de hidrogénio
NE2 HI1S39 0] LYS36 2.80 LigacBes de hidrogénio
ND2 ASN57 OoD1 ASNG67 2.99 Ligacdes de hidrogénio
NE2 GLN76 OE1 GLN382 2.67 LigacBes de hidrogénio
OE1l GLN174 N GLY186 3.07 Ligacdes de hidrogénio
NE2 GLN174 o] GLY186 2.85 LigacBes de hidrogénio
OE1l GLU175 NZ LYS10 2.68 Ligacdes de hidrogénio
NE ARG251 OoD1 ASP189 2.92 LigacBes de hidrogénio
NH2 ARG251 0oD2 ASP189 3.06 Ligacdes de hidrogénio
OH TYR302 OoD1 ASN130 2.98 LigacBes de hidrogénio

OE1l GLU363 NZ LYS25 3.06 Ligacdes de hidrogénio


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4O2C_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=J1V9FSC3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5TXS_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=J1VNTN8C016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5IEK_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=J1W0TWCX01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ENY_F?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=J1V9FSC3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5VWH_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=J1VXWGK3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4O2C_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=J1V9FSC3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5TXS_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=J1VNTN8C016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5VWH_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=J1VXWGK3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ENY_F?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=J1V9FSC3016
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OoD1 ASN380 NE1 TRP140 2.83 LigacBes de hidrogénio
NZ LYS382 0oD2 ASP136 2.77 Ligacdes de hidrogénio
OE2 GLU460 NE ARG22 3.18 LigacBes de hidrogénio
OE2 GLU33 NZ LYS342 2.79 Interacdes hidrofdbicas
NE2 HIS39 @] LYS36 2.80 InteracOes hidrofobicas
NE2 GLN174 O GLY186 2.85 Interacdes hidrofdbicas
OE1l GLU175 NZ LYS10 2.68 InteracOes hidrofobicas
OE2 GLU175 NZ LYS10 2.89 Interacdes hidrofdbicas
OoD1 ASN380 NE1 TRP140 2.83 InteracOes hidrofobicas
OE1l GLU33 NZ LYS342 2.79 Pontes salinas
0oD2 ASP36 NZ LYS40 3.61 Pontes salinas
OE2 GLU175 NZ LYS10 2.68 Pontes salinas

NE ARG251 0oD2 ASP189 2.92 Pontes salinas
OE1l GLU363 NZ LYS25 3.06 Pontes salinas

NZ LYS382 OoD1 ASP136 2.77 Pontes salinas
OE1l GLU434 NH1 ARG137 2.73 Pontes salinas
0oD2 ASP437 NH1 ARG22 2.82 Pontes salinas
OE1l GLU460 NH1 ARG22 2.59 Pontes salinas

Apéndice H

Tabela A8: Docagem molecular entre o receptor toll-like 3 e 0 modelo de proteina imunogénica 4.

TLR-3 TLR-3 Modelo Modelo

(Atomo) (Residuo) (Atomo) (Residuo) Distancia Tipo de interagdo
NZ LYS 12 @] LYS353 2.33 LigacBes de hidrogénio
OE1l GLU146 NZ LYS36 2.59 LigacBes de hidrogénio
NZ LYS301 OE1l GLUB9 2.27 LigacBes de hidrogénio
NH1 ARG460 oG SER273 3.08 LigacBes de hidrogénio
O LYS502 OH TYR222 2.11 Ligaces de hidrogénio
0 LEU586 OH TYR207 2.72 LigacBes de hidrogénio
ND1 HIS 10 CA GLY354 2.44 Interacdes hidrofébicas
CE LYS 12 O LYS353 2.44 Interacdes hidrofobicas
NZ LYS 12 @] LYS353 2.33 Interacdes hidrofdbicas
OE1 GLU146 NZ LYS36 2.59 Interacdes hidrofobicas
OE2 GLU146 NZ LYS36 2.69 Interacdes hidrofdbicas
CE LYS172 NZ LYS36 2.56 Interacdes hidrofobicas
NZ LYS172 CE LYS36 2.26 Interacdes hidrofdbicas
NZ LYS172 NZ LYS36 1.53 Interacdes hidrofobicas
OE1l GLU146 NZ LYS36 2.59 Pontes salinas
NZ LYS301 OE1 GLUB9 2.27 Pontes salinas

OoD2 ASP563 NH2 ARG263 3.02 Pontes salinas
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Tabela A9: Docagem molecular entre epitopos reconhecidos por HTL e moléculas de classe Il do complexo
principal de histocompatibilidade.

Epitopo Receptor/Supertipo Protein Data Bank ID Dgiigzm
HLA-DRB5*01:01 1FV1 -230,32
HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01  3wex (Homology Modelling) -258,76
MMASILLTLFRRTKK  HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02 4p5k (Homology Modelling) -292,07
HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01 4P4K -293,4
HLA-DPA1*01/DPB1*04:01  4P5K (Homology Modelling) -301,17
HLA-DRB1*15:01 5V4M -245,55
HLA-DRB1*13:02 6ATF -277,15
HLA-DRB1*04:05 6PX6 -265,24
NSEWISIVPNFILVR  HLA-DQA1*05:01/DQB1*02:01 4d8p (Homology Modelling) -258,23
HLA-DRB1*04:01 SJLZ -251,12
HLA-DRB1*08:02 6CPL -239,11
HLA-DRB1*12:01 6ATF -260,09
HLA-DRB1*07:01 3PDO -301,35
HLA-DRB1*04:01 SJLZ -298,12
HLA-DRB1*15:01 5V4M -288,41
IILYVLSIASLCIGL HLA-DRB1*11:01 6CPL -287,61
HLA-DRB5*01:01 1FV1 -290,72
HLA-DRB3*02:02 3C5J -281,34
HLA-DRB4*01:01 1AQD -289,15
HLA-DRB1*11:01 6CPL -266,07
FISFIIVEKKRNTYS HLA-DRB1*12:01 6ATF -275,47
HLA-DRB1*09:01 3PDO -259,23
NIEIGFCLITKRSVI HLA-DRB5*01:01 1FV1 -251,32
HLA-DRB1*04:01 5JLZ -273,63
HLA-DRB1*08:02 6CPL -262,78
VPNFILVRNTLISNI HLA-DRB1*13:02 6ATF -244,51
HLA-DRB1*15:01 5V4M -232,63
HLA-DRB1*13:02 6ATF -213,06
TAVLGNVIISLGKYL  HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02 4p5k (Homology Modelling) -229,01
HLA-DRB1*07:01 3PDO -231,75
HLA-DRB1*15:01 5V4AM -254,18
HLA-DRB1*13:02 6ATF -238,19
HLA-DRB1*04:05 6PX6 -212,04
NSEWISIVPNFILVR  HLA-DQA1*05:01/DQB1*02:01 5KSU -259,59
HLA-DRB1*04:01 5]LZ -244,22
HLA-DRB1*08:02 6CPL -262,11
HLA-DRB1*12:01 6ATF -270,89
HLA-DRB1*01:01 4GBX -278,25
DSKILSAENTVIALL HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01 3wex -280,09
HLA-DRB1*13:02 6ATF -255,34
HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02  4p5k (Homology Modelling) -302,02


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ATF_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1YHRUVM016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6PX6_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1ZDRW4E01R
https://www.rcsb.org/structure/5JLZ
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6CPL_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1ZMTHDZ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ATF_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1YN15NZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3PDO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J208SR5A01R
https://www.rcsb.org/structure/5JLZ
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3C5J_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J22AR2FK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1AQD_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J22CVZFY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ATF_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1YN15NZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3PDO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J2265847014
https://www.rcsb.org/structure/5JLZ
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6CPL_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1ZMTHDZ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ATF_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1Z8D2SD01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ATF_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1Z8D2SD01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3PDO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J208SR5A01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ATF_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1Z8D2SD01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6PX6_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1ZDRW4E01R
https://www.rcsb.org/structure/5JLZ
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6CPL_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1ZMTHDZ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ATF_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1YN15NZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ATF_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1Z8D2SD01R

106

HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02 4d8p (Homology Modelling) -294,93

HLA-DRB3*02:02 3C5J -257,77

HLA-DPA1*01/DPB1*04:01  4p5k (Homology Modelling) -252,36
HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01 4P4K -271,43
HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01  3wex (Homology Modelling) -245,38
HLA-DPA1*01/DPB1*04:01  4p5k (Homology Modelling) -286,1

HLA-DRB3*01:01 1ABA -222,95

SAVYNNEFYYVLCAV HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01 4P4K -247,85
HLA-DQA1*01:01/DQB1*05:01 4GRL -239,9

HLA-DRB1*13:02 6ATF -253,28

HLA-DPA1*03:01 4PAK_A -291,23

GVYNDAFLIDRINWI HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02  4p5k (Homology Modelling) -300,67
HLA-DRB1*04:05 6PX6 -307,14

HLA-DRB1*07:01 3PDO -281,5

HLA-DRB1*08:02 6CPL -288,22

SKILSAFNTVIALLG HLA-DRB1*04:01 5JL.Z -293,46
HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02 1UVQ -295,55

HLA-DRB1*04:05 6PX6 -298,34

HLA-DRB1*07:01 3PDO -290,18

HLA-DRB1*08:02 6CPL -264,79

SKILSAFNTVIALLG HLA-DRB1*04:01 5JLZ -273,48
HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02 6blg (Homology Modelling) 299,78

HLA-DRB1*08:02 6CPL -265,55

HLA-DRB1*03:01 1A6A (Homology Modelling) -281,45

HLA-DRB1*07:01 3PDO -275,63

HLA-DRB1*04:05 6PX6 -251,91

HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01 4P4K -231,27

HLA-DRB5*01:01 1FV1 -259,11

ADKVLEYAPIMKAHA HLA-DRB1*15:01 1FV1 -273,45
HLA-DRB1*11:01 5V4M -233,48

HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01  3wex (Homology Modelling) -292,14
HLA-DPA1*01/DPB1*04:01  4p5k (Homology Modelling) -285,22

HLA-DRB3*01:01 1ABA -304,05

HLA-DRB1*07:01 3PDO -307,32

HLA-DRB3*02:02 3C5J -299,45

HLA-DRB1*13:02 6ATF -285,33

KRKKIRTIAAYPLGV HLA-DRB5*01:01 1FV1 -279,65
HLA-DRB1*09:01 3PDO -301,02

HLA-DRB1*13:02 6ATF -306,12

HLA-DRB1*03:01 1A6A (Homology Modelling) -304,54
HLA-DQA1*05:01/DQB1*02:01 4d8p (Homology Modelling) -307,88

HLA-DRB3*02:02 3C5J -306,54

AVEIISDIGNYVEET  HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01 4P4K -307,81
HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02 5KS9 -303,9
HLA-DQA1*05:01/DQB1*02:01 4d8p (Homology Modelling) -287,17
HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02  4p5k (Homology Modelling) -283,12


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3C5J_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J2033TJK01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1A6A_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J20NTT4P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ATF_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1Z8D2SD01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4P4K_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J22MU93X014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6PX6_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1ZDRW4E01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3PDO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J208SR5A01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6CPL_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1ZMTHDZ01R
https://www.rcsb.org/structure/5JLZ
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6PX6_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1ZDRW4E01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3PDO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J208SR5A01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6CPL_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1ZMTHDZ01R
https://www.rcsb.org/structure/5JLZ
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6CPL_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1ZMTHDZ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1A6A_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J20NTT4P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3PDO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J208SR5A01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6PX6_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1ZDRW4E01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1A6A_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J20NTT4P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3PDO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J208SR5A01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3C5J_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J2033TJK01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ATF_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1Z8D2SD01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3PDO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J2265847014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6ATF_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J1Z8D2SD01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1A6A_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J20NTT4P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3C5J_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J2033TJK01R
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HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01 3wex (Homology Modelling) -286,31

HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02 4d8p (Homology Modelling) ~ -291,36
HLA-DRB1*07:01 3PDO -303,51
EFEDEFAGSSSEVIV .
HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02 4d8p (Homology Modelling) -275,43
Apéndice J

Esquema A2 - Sequéncias de cDNAs otimizadas dos modelos selecionados 1 (A) e 4 (B) com codon de iniciagdo
inserido e sitios de restricdo BamHI/HindlII1.

A) Model 1

ATG GGTATCGGTGACCCGGTTACCTGCCTGAAATCTGGTGCTATCTGCCACCCGGTTTTCTG
CCCGCGTCGTTACAAACAGATCGGTACCTGCGGTCTGCCGGGTACCAAATGCTGCAAAAAACCGGAA
GCTGCTGCTAAAGACTCTAAAATCCTGTCTGCTTTCAACACCGTTATCGCTCTGCTGGGTCCGGGTCC
GGGTAACTCTGAATGGATCTCTATCGTTCCGAACTTCATCCTGGTTCGTGGTCCGGGTCCGGGTATCA
TCCTGTACGTTCTGTCTATCGCTTCTCTGTGCATCGGTCTGGGTCCGGGTCCGGGTTCTGCTGTTTACA
ACAACGAATTCTACTACGTTCTGTGCGCTGTTGGTCCGGGTCCGGGTGGTGTTTACAACGACGCTTTC
CTGATCGACCGTATCAACTGGATCGGTCCGGGTCCGGGTTTCATCTCTTTCATCATCGTTGAAAAAAA
ACGTAACACCTACTCTGGTCCGGGTCCGGGTTCTAAAATCCTGTCTGCTTTCAACACCGTTATCGCTC
TGCTGGGTGGTCCGGGTCCGGGTGCTATGGACGAAGGTTACTTCGCTTACGCTGCTTACGTTCTGTTC
GCTAACTGCATCTCTGTTGCTGCTTACCTGATGATGACCCGTCTGGCTGTTAAAGCTGCTTACGAATG
GATCTCTATCGTTCCGAACTTCGCTGCTTACGAAACCCTGCTGCGTACCCTGGGTTACGCTGCTTACA
TCGTTCGTGTTTACTTCCCGATCCTGGCTGCTTACGCTCAGATCACCGCTGGTGTTGCTCTGGCTGCTT
ACACCGTTAACCCGCTGGTTGTTAACTGGGCTGCTTACAAAATCGGTCTGGTTAAAGGTAAAAAAAC
CGCTGGTGTTGCTCTGTACAAAAAAATCCAGGAACTGCTGCCGGTTTCTAAAAAAATCTCTATCGTTC
CGAACTTCATCAAAAAAGTTTACCACTGCTCTGCTGTTAAAAAATACTTCCCGGCTGTTGGTTTCCTG
AAAAAACCGTCTAAAGTTATCAAATCTGAAGCTGCTGCTAAAGGTATCATCAACACCCTGCAGAAAT
ACTACTGCCGTGTTCGTGGTGGTCGTTGCGCTGTTCTGTCTTGCCTGCCGAAAGAAGAACAGATCGGT
AAATGCTCTACCCGTGGTCGTAAATGCTGCCGTCGTAAAAAA

B) Model 4

ATG GGTATCGGTGACCCGGTTACCTGCCTGAAATCTGGTGCTATCTGCCACCCGGTTTTCTG
CCCGCGTCGTTACAAACAGATCGGTACCTGCGGTCTGCCGGGTACCAAATGCTGCAAAAAACCGGAA
GCTGCTGCTAAAGCTGACAAAGTTCTGGAATACGCTCCGATCATGAAAGCTCACGCTGGTCCGGGTC
CGGGTGCTGTTGAAATCATCTCTGACATCGGTAACTACGTTGAAGAAACCGGTCCGGGTCCGGGTAT
GATGGCTTCTATCCTGCTGACCCTGTTCCGTCGTACCAAAAAAGGTCCGGGTCCGGGTAAACGTAAA
AAAATCCGTACCATCGCTGCTTACCCGCTGGGTGTTGGTCCGGGTCCGGGTGAATTCGAAGACGAAT
TCGCTGGTTCTTCTTCTGAAGTTATCGTTGGTCCGGGTCCGGGTAACTCTGAATGGATCTCTATCGTTC
CGAACTTCATCCTGGTTCGTGGTCCGGGTCCGGGTTCTAAAATCCTGTCTGCTTTCAACACCGTTATC
GCTCTGCTGGGTGGTCCGGGTCCGGGTTCTCACATGTGGCGTGAACTGGCTCTGGCTGCTTACTGGAC
CCAGTGGCTGCAGACCCTGTACGCTGCTTACGCTCAGATCACCGCTGGTGTTGCTCTGGCTGCTTACG
CTATGGACGAAGGTTACTTCGCTTACGCTGCTTACAAATCTCGTGGTATCCCGATCAAAAAAGCTGCT
TACTACATGTACCTGATCTGCTACGGTTTCGCTGCTTACTTCCTGATCGACCGTATCAACTGGATCGC
TGCTTACCGTGCTTCTGCTGCTACCGCTACCCTGGCTGCTTACATCCAGGAACTGCTGCCGGTTTCTA
AAAAATACCACGACCACGGTGGTGAAAAAAAACTGTACATCCTGCGTCAGTCTAAACAGGGTGACA
AAAAAGAACTGGTTAACGACGGTCTGAAAAAAGTTCTGCTGGAAGAATCTATCCAGACCAAAAAAG
AAGGTGTTTACAACAAAAAAACCGCTGGTGTTGCTCTGTACGAAGCTGCTGCTAAAGGTATCATCAA
CACCCTGCAGAAATACTACTGCCGTGTTCGTGGTGGTCGTTGCGCTGTTCTGTCTTGCCTGCCGAAAG
AAGAACAGATCGGTAAATGCTCTACCCGTGGTCGTAAATGCTGCCGTCGTAAAAAA


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3PDO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=J208SR5A01R

