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RESUMO

O Citomegalovirus (HCMV) é o maior virus pertencente a classe dos herpesvirus
humanos, da familia Herpesviridae. Em pacientes imunocompetentes, a infecgéo
primaria por HCMV é geralmente oligoassintomatica e sua reativagcdo muito
infrequente. Entretanto, em pacientes imunussuprimidos, a doenga primaria é
acompanhada de alta morbimortalidade e os episodios de reativagdo muito
recorrentes e sintomaticos. Em pacientes transplantados de 6rgaos ou tecidos trata-
se de um problema praticamente universal. O antigeno leucocitario humano (HLA) é
um importante sistema que participa da resposta imune adaptativa a agentes
infecciosos, sendo o principal responsavel pela apresentagao de antigenos derivados
de patégenos a linfocitos T. O HLA € uma molécula extremamente polimérfica e cada
tipo especifico apresenta maior ou menor afinidade com os antigenos apresentados.
O objetivo deste estudo foi determinar o grau de interagdo do HLA com os peptideos
das 10 principais proteinas antigénicas do HCMV e sua relagao com o polimorfismo
HLA. A sequéncia peptidica das proteinas foi obtida da base de dados UniProt e os
peptideos imunogénicos foram testados in silico através da predigdo de ligagao de
epitopos as moléculas do MHC. Redes neurais artificiais foram exploradas na
ferramenta do website Immune Epitope Database para o calculo do grau de afinidade
(Ic50) dos 27 tipos de HLAs do tipo | quando testados com as 10 proteinas. As
afinidades dos peptideos foram classificadas por Ic50 em alta (<50 nM), média (50-
500 nM) e baixa (> 500 nM). A maioria dos peptideos previstos (98,30%, variando de
82,3% a 99,7% para as 10 proteinas) foram de baixa afinidade, com pouca chance de
interagir com os HLAs. Em média, 0,41 peptideos mostram alta afinidade de 1c50 com
alguns HLAs. Quando classificado pelo numero de peptideos imunogénicos (Ic50
abaixo de 500 nM), a UL48 (maior) foi a mais imunogénica seguido por UL55, UL29,
UL32, UL28, Pp65 (mais estudada), UL122, UL123, US3, US32. Essas analises
revelaram que alguns HLA s&o 6timos para apresentar epitopos de HCMV, como
A*02:03, A*02:06, A*31:01, A*68:01; enquanto outros sao maus apresentadores como
A*01:01, A*26:01, B*51:01, B*44:02. O HLA A *02:03 foi o melhor HLA para responder
contra os peptideos do HCMV que exibem niveis elevados de interagao com todos os
peptideos da proteina, exceto o US32. Em contraste, os HLAs A*26:01, A*01:01,
B*51:01 foram os piores HLAs a apresentar peptideos de HCMV, exibindo nenhuma

ou pouca interacdo com peptideos previstos de todas as proteinas. No contexto



clinico, conhecer a interagao entre os HLAs e as proteinas do HCMV, pode ajudar a

inferir o risco de infecgao viral no pos-transplante.

Palavras-chave: Citomegalovirus, proteinas virais e HLA



ABSTRACT

Cytomegalovirus (HCMV) is a common human herpesvirus mostly asymptomatic in
immunocompetent population. In immunosuppression, as transplantation, HCMV can
reactive and affect transplant outcome, causing changes in clinical status. HLA is an
important system that participates in antigen presentation and T cell activation, which
imposes important barrier to transplantation. Matches between HLA guides donor-
receptor compatibility. We asked if different HLA would be associated with resistance
to HCMV. We chose 10 most immunogenic HCMV proteins related to CD8+ response.
The proteins sequence was taken from UniProt Database and immunogenic peptides
for MHC-I were predicted by T Cell Epitopes MHC binding Prediction using Artificial
Neural Networks to calculate predicted 1c50 at Immune Epitope Database website
against 27 types of | HLAs. The peptides affinities were classified by 1c50 into high
(<50 nM), medium (50-500 nM) and low (>500 nM). The maijority of predicted peptides
(98.30%, varying 82.3% to 99.7% for the 10 proteins) were low affinity with little chance
to interact with HLAs. On average, 0.41 peptides show high affinity I1c50 in the HLA.
When classified by the number of immunogenic peptides (Ic50 below 500 nM), UL48
(biggest) were found to be the most immunogenic followed by UL55, UL29, UL32,
UL28, Pp65 (most studied), UL122, UL123, US3, US32. These analyses revealed that
some HLA are optimal to present HCMV epitopes, as A*02:03, A*02:06, A*31:01,
A*68:01; while others are poor presenters as A*01:01, A*26:01, B*51:01, B*44:02. HLA
A*02:03 was the best HLA to respond against HCMV peptides displaying high levels
of interaction with all protein peptides but US32. In contrast HLA A*26:01, A*01:01,
B*51:01 were the worst HLAs to presents HCMV peptides displaying none or just few
interactions with predicted peptides from all proteins. Clinical context, knowing the
interaction between the HLAs and HCMV proteins might help infer the risk of virus

infection on post transplantation.

Keywords: Cytomegalovirus, viral proteins, HLA
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1. INTRODUGAO

1.1 Citomegalovirus
1.1.1 Caracteristicas virais e imunolégicas

O Citomegalovirus humano (HCMV) é o maior virus pertencente a classe dos
herpesvirus humanos, da familia Herpesviridae. O seu tamanho ¢€é de
aproximadamente 230,000pb, codifica cerca de 170 até 750 proteinas e, as
propriedades do genoma desse virus possibilitam a existéncia de uma diversidade nos

padrées de infecgao ao hospedeiro (28; 8).

Apos a infeccdo primaria pelo HCMV a replicacdo do DNA viral ocorre entre 12-24
horas e é distribuida em 3 etapas: produgao de proteinas regulatorias, produgéo da
DNA polimerase viral, proteinas estruturais e por ultimo, montagem dos virions. Ao
entrar na célula alvo do hospedeiro através dos receptores superficie celular, libera
seu DNA, que é direcionado ao nucleo para inicio do processo de sintese das
proteinas virais. Apds este periodo de replicagao, o virus pode entrar em laténcia ou
continuar sua replicagao, liberando novos virions no sangue e em outros fluidos

corporais (19).

O tropismo celular do HCMV pode ser variado, devido a sua variabilidade genética,
pode se direcionar a diferentes tipos celulares. Receptores especificos como a
molécula de adesao intercelular especifica de célula dendritica (DC-SIGN), receptor do
fator de crescimento (EGFR) e CD13 sdo citadas como participantes no processo de

infeccdo pelo virus (9; 29).

Receptores inespecificos como sulfato de heparano e anexina Il interagem com as
glicoproteinas virais B e H (gB e gH) e outros complexos glicoproteicos do HCMV,
mediando a interacdo do virus com as células do hospedeiro. Esses complexos
glicoproteicos que séo responsaveis pela entrada do virus nas ceélulas endoteliais,
células dendriticas e macrofagos (3; 4; 26).

A transmissdao do HCMV ocorre apds contato com liquidos bioldgicos contaminados,

como: saliva, sémen, secreg¢ao vaginal, urina, via placentaria, transfusdo sanguinea e
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transplante de érgéos (9). Matos e colaboradores (19) reforgaram em seu estudo que
apesar das variadas formas de transmissdo que aumentam a incidéncia da infecgéo,
o HCMV pode ser inativado por fatores fisico-quimicos, ou seja, lavagem das maos
com detergentes e medidas de higiene podem inativar o virus pela degradacéo de seu

envelope lipidico.

A infec¢ao por HCMV é muito prevalente na populagao. Segundo estudo realizado por
Junqueira (14) em algumas regides do Brasil, entre 30% a 90% dos adultos saudaveis

apresentaram anticorpos IgG-HCMV.

No ciclo viral do HCMV, tanto o ciclo litico quanto o lisogénico pode ser escolhido pelo
virus. As células preferencialmente acometidas pela laténcia sdo as células
endoteliais, células progenitoras hematopoiéticas CD34+, mondcitos e macréfagos.
No caso de transmisséao e infeccdo advindas de enxertos transplantados, as células
endoteliais vasculares, que estdo presentes em maior quantidade nos tecidos séo as
mais acometidas pelo virus, e também sdo as células mais envolvidas nos

mecanismos de rejeicéo (27;16).

Glicoproteina

DNA viral
Capsideo viral

Tegumento

Membrana

Figura 1. Estrutura do HCMV e suas divisdes
(Adaptado de https://www.nist.gov/ structure-HCMV-genome)

Resposta imunolégica ao HCMV

Entre manter-se latente ou prosseguir para uma reativagao, o virus precisa responder
as mudangas no individuo, por isso, a sinalizacdo celular & determinante no
comportamento do virus. O genoma viral é regulado por fatores de transcricdo do
hospedeiro, levando a mudancas no estado de ativagao em diferentes tipos celulares,
alguns desses fatores sdo NF-kB e o GATA-2 (8; 30; 6; 25).
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O inicio da resposta imune inata interage com a resposta adaptativa, com
consequente ativagao de células apresentadoras de antigenos (APCs), aumento na
expressao celular do HLA, de moléculas coestimulatorias, quimiocinas e citocinas
como IL-6, IL-12 e IL-23 (15).

A inflamacéo e a reativacdo do virus sdo mediadas por citocinas como TNF-alfa,
liberados pela via NF-kB nas células. Essa citocina estimula a atividade de proteinas
iniciadoras na regido promotora do gene nas células infectadas, estimulando

replicacéo e levando a reativagao do virus. (12)

O HCMV possui ligantes reconhecidos por Toll Like Receptors 2 (TLR-2) em
monaocitos e macrofagos, e a sinalizagdo promovida ativa mecanismos inatos como:
fagocitose, autofagia, regulacdo de citocinas (IL-6 e TNF-alfa) e quimiocinas (CCL2)

pré-inflamatérias, favorecendo o recrutamento de leucdcitos (3; 15).

Entre as células responsaveis pela imunidade inata, as NKs (CD56+) tornam-se
maduras e desempenham papel importante na infecgdo por HCMV, produzindo IFNg
com a intencdo de combater o virus, e participa do mecanismo de citotoxicidade
dependente de anticorpo (ADCC), em que o sistema imune inato e humoral se unem

para combater a infecgao (6).

O HCMV possui produtos de transcrigdo génica que contribuem para evasdo ao
sistema imune, como proteinas que interferem na apresentacdo de antigenos virais
pelo do HLA de classe |. Outro mecanismo descrito € a inativagao da via da lectina
ligadora de manose (MBL), uma das vias de ativagdo da cascata do complemento,

assim o virus tem maior chance de sobrevivéncia e replicacdo (20).

No desenvolvimento da resposta adaptativa, a conversao de linfécitos TCD4+ naive
(CD45RA) para linfécitos de memdéria (CD45R0O) especificos, favorece a ativagao,
reconhecimento e sobrevivéncia celular. Porém, no contexto do transplante, a
resposta mediada por linfocitos T apesar de sua funcao efetora contra o virus, contribui
com a lesdo no enxerto pelo mecanismo de rejei¢cao (32; 31).
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Além disso, a redugéo na fungéo de células T regulatérias diminui o controle ao dano
causado pela inflamagao e também, a agdo da imunidade heteréloga promove uma
reacao cruzada entre epitopos do HCMV e do enxerto, que serdo reconhecidos pelo
HLA (1; 32; 31).

A tabela a seguir € uma adaptacdo do artigo escrito por Kaminski (15), para o jornal
americano de transplante e exemplifica algumas das func¢des de proteinas do HCMV
na resposta imunolégica. Além das caracteristicas ja descritas, a agdo da proteina
HCMV-IL10 proporciona um ambiente anti-inflamatério, facilitando a replicagdo do
virus e reduzindo alguns dos mecanismos mais importantes na resposta, como

apresentacao de antigenos e proliferacao de linfécitos especificos.

Tabela 1. Acdo de proteinas do HCMV na resposta imunolégica

Proteina Gene Funcao
IE1-p72 IE1 Inibe o gene estimulador de Interferon
pp65 UL83 Reduz o gene estimulador de Interferon
pp65 uL83 Reduz funcado da NK
pp65 UL83 Inibe expressao do MHCII

Induz resposta anti-inflamatéria, reduz
expressao de MHCs nas APCs e

HCMV-IL10 UL111 estimulagao de linfécitos pelas células
dendriticas
vICA UL36 Inibe apoptose extrinseca
vMIA UL37 Inibe apoptose intrinseca
gpuS2 us2 Degradagdao MHC | e Il
gpuS6 uS6 Inibe a TAP

1.1.2 Clinica

O HCMV é um virus com alta prevaléncia e infecta aproximadamente 60% - 90% dos

adultos na populagdo mundial. A infeccdo em imunocompetentes consegue ser
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controlada pelo sistema imune, quando ha manifestacdo de sintomas, compreende

apenas 10% dos saudaveis (37).

Os sintomas da infeccdo e doenga pelo HCMV variam de acordo com o estado
imunologico do paciente. Quando sintomatica, a doenga em pacientes
imunocompetentes se apresenta clinicamente com febre aguda, astenia, mialgia,
leucopenia, cefaleia, indisposicdo e em casos raros, adenopatia, desordens

gastrintestinais e nervosas (21).

Porém, o virus é considerado um sério problema de saude em alguns paises,
causando morbidade e mortalidade em individuos imunocomprometidos, como
portadores do HIV, transplantados, e em recém-nascido portador da infecgao
congénita provocada pelo virus. Devido a condigdo imunoldgica desfavoravel desses
individuos, os mecanismos de sobrevivéncia e replicacdo do virus favorecem a

manifestacdo mais exacerbada de complicagdes e sintomas (35).

1.1.3 Diagndstico

Os métodos de diagnéstico para o HCMV baseiam-se em técnicas de sorologia,
antigenemia e biologia molecular. A sorologia é realizada por Imunoensaio Enzimatico
(ELISA) ou quimiluminescéncia e ambas utilizam o soro do paciente, para detecgao
de Imunoglobulinas G (IgG) e Imunoglobulinas M (IgM) especificas. A limitacdo da
técnica é a impossibilidade de diferenciacdo entre reativagao, infeccdo crénica ou

reinfeccao por uma cepa diferente do virus (21; 14).

O exame de antigenemia detecta no sangue a proteina viral pp65, (fosfoproteina de
65kD) presente no nucleo dos leucdcitos infectados, através de um ensaio de
imunofluorescéncia, caracterizando replicacédo viral ativa. Essa técnica pode ser é

muito utilizada no acompanhamento pés-transplante (19).

A técnica de biologia molecular empregada para diagndstico € a reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR), qualitativa e quantitativa, de boa especificidade

e alta sensibilidade, que utiliza o DNA viral como material de analise e demonstra se
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ha replicacdo viral ativa. Essa técnica permite a liberagao do resultado em até 6 horas
(13).

1.1.4 Tratamento

O tratamento da infecgao é realizado com medicamentos antivirais, os mais utilizados
sdo o valganciclovir oral e o ganciclovir intravenoso, que interferem na replicagdo do
virus e atuam na manifestagédo dos sintomas. O valganciclovir € recomendado para o
tratamento da doenca leves a moderadas nos transplantados. O ganciclovir é utilizado
para o tratamento de viremias altas e doenga grave ou em pacientes com ma absorc¢ao

gastrointestinal (34).

A duragao da terapia antiviral € individual e monitorada de acordo com sintomas e
carga viral. A monitorizagdo inclui também o cuidado no desenvolvimento de

resisténcia, que podera interferir em todo o processo de recuperagao do paciente (34).

Os individuos imunossuprimidos, especificamente os transplantados, podem utilizar o
tratamento preemptivo, uma monitorizagdo quinzenal da viremia entre os dias 21 e
180 apds o transplante, este € o periodo de maior prevaléncia e gravidade da doenga.
No caso de aumento da viremia o tratamento intravenoso é iniciado com ganciclovir
ou valganciclovir. O objetivo deste tratamento € reduzir a exposi¢cdo do paciente a

droga e diminuir o risco de rejeicao e doenca tardia (21).

1.2 HLA

No genoma humano a regidao mais variavel conhecida € chamada de complexo maior
de histocompatibilidade (MHC) ou antigenos leucocitarios humanos (HLA), com
aproximadamente 4.000kb de comprimento e carrega um grande numero de
diferentes loci, que codificam genes funcionais. E uma regido extremamente
polimorfica e responsavel por codificar os principais componentes da apresentacéo de
antigenos na superficie celular, as moléculas que acomodam fragmentos de proteinas
(peptideos) derivadas de patdgenos, para que possam ser reconhecidos pelos

linfcitos T e iniciar a resposta adaptativa (38).
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O sistema HLA foi descrito por J. Dausset, em 1958, em um trabalho que Ihe rendeu
o Prémio Nobel, em 1980. Esses genes estdo dispostos em trés regides ou classes
genbmicas. A regido mais distante corresponde ao MHC de classe |, que contém os
genes que codificam as cadeias pesadas classicas (1a) HLA- A, -B, e -C. Um alto grau
de polimorfismo caracteriza esses genes (2.735 alelos nos lécus em HLA-A, 3.455
alelos em HLA-B e 2.259 alelos em HLA-C) e a maioria desses alelos € funcional (39).

O HLA classe | possui duas cadeias polipeptidicas, uma alfa e uma beta. Como

HLA Complex
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Class Il Class |

l |
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Figura 2. Localizagao do complexo HLA no brago curto do cromossomo 6.

F.

mostrado na figura X, a cadeia alfa possui 5 dominios: 2 de ligagao peptidicas (a1 e
a2), 1 de imunoglobulina, uma regido transmembrana e uma cauda citoplasmatica e
sdo expressos por todas as células nucleadas. (11).
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Figura 3. Estrutura da molécula de HLA classe |
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Os genes constituintes do HLA, além da fungéo de apresentagéao de antigenos, estéo
diretamente ligados a imunologia dos transplantes, uma vez que estas proteinas
polimodrficas sdo os principais alvos da resposta imune do receptor, que também

facilita a rejeicao celular e humoral ao enxerto (23).

1.2.1 Sinalizagao complexo HLA de classe | e TCR

Os antigenos exdégenos apresentados pelas moléculas do HLA classe | para o
reconhecimento por linfécitos T especificos podem ser produtos de virus, bactérias ou
outros micro-organismos intracelulares que infectam as células. Em células tumorais,
genes mutados ou superexpressados podem produzir antigenos de proteinas, que

sao reconhecidas por CTLs CD8+ restritas a classe | (40).

Os epitopos de proteinas que provocam as respostas s&o os peptideos gerados por
protedlise em APCs e se ligam com maior avidez aos aminoacidos presentes no
arcabouco de ligagao das moléculas do HLA. Esses antigenos sao reconhecidos pelos
linfécitos CTLs CD8+, que destroem por meio de seus mecanismos citotoxicos as

células que produzem os antigenos intracelulares (40).

Uma variedade de peptideos de proteinas naturais € produzida, e apenas alguns
destes peptideos possuem caracteristicas que Ihes permitem ligar-se as moléculas do
HLA presentes em cada individuo. Assim, as proteinas sdo monitoradas pela via de
processamento de antigenos, e os peptideos derivados tanto de proteinas proprias
normais como de proteinas estranhas sao apresentadas por moléculas do HLA para

a vigilancia por linfocitos T (5).

A especificidade do linfécito T para antigenos é definida por seu receptor de célula T
(TCR) acoplado ao complexo CD3, que o auxilia no reconhecimento de antigenos
apresentados. Cada clone de células T naive através do TCR encontra ligantes
antigénicos, como os fragmentos ligados ao HLA de classe I. O TCR também ¢é
exposto a peptideos proprios, para selecédo positiva durante o seu desenvolvimento

no timo, e sobrevivéncia periférica (5).
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Os co-receptores do TCR, CD8 (HLA 1) ligam-se em regides n&o polimorficas das
moléculas de HLA através de dominios extracelulares. O CD8 apresenta em sua
porcao citoplasmatica, a proteina tirosino quinase dos linfécitos (Lck), localizada
préxima do complexo HLA-peptideo-TCR no momento da sinapse imunoldgica. Para
iniciar a sinalizagdo ocorre a fosforilagdo da cadeia z (zeta) do CD3, dos

imunorreceptores de ativagdo dependente de tirosina (ITAMs) e da Zap70 (Figura 1)

2).

MHC |

Espaco extracelular

CD3

-

M A

LTCDS

Figura 4. Componentes da sinalizagao celular entre TCR e MHC no momento da sinapse imunolégica. (Adaptado
do video “Desenvolvimento dos Linfécitos - Sinalizagdo do TCR”. Disponivel em https://www.youtube.com.br)

As fosforilagoes de ITAMs e Lck sdo necessarias para a sinalizagao do TCR e ativagao
da Zap70 que inicia outras vias em sequéncia, gerando cascatas de reacdes que
possibilitam uma sinalizacdo completa. A atividade das quinases Lck e Zap70 devem

impor excelente sensibilidade para o inicio de uma sinalizagao celular adequada (2).

1.3 Analise de imunogenicidade global por bioinformatica
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Os peptideos que sao apresentados pelo HLA de classe | possuem um tamanho de
8-11 aminoacidos, preferencialmente 9 aminoacidos. A formacédo desses peptideos
ocorre através da degradagao da proteina e agao de exonucleases no processamento
de antigeno. Por isso, apenas 1 entre diversos fragmentos gerados, sera capaz de se
ligar corretamente ao MHC para a apresentagcdo ao TCR e posterior sinalizagdo de
que a célula precisa entrar em apoptose (Erro! Fonte de referéncia nao

encontrada.).

Devido a seletividade na formagdo do complexo HLA-antigeno, imunologistas e
pesquisadores da area de desenvolvimento de vacinas possuem interesse em
identificar quais desses fragmentos de determinados micro-organismos se ligam
melhor ao HLA. Nao apenas restrita a essas areas, a predicao de epitopos pode
também ser utilizada como ferramenta para desenvolvimento de imunoterapias e

ferramentas para auxiliar diagnosticos (17).

A diversidade do HLA conta com mais de 1000 alelos diferentes em humanos, que
resultam em diferentes interacbes a epitopos. A existéncia de epitopos com maior
afinidade por HLAs reforga a ideia de que, explorar uma matriz de comparagéo com
todos os aminoacidos de uma proteina pode auxiliar no encontro de um possivel
peptideo que tera uma interacdo de maior afinidade. Diferentes métodos foram criados

buscando predizer com precisédo o grau de afinidade de um peptideo (18).

Varias técnicas computacionais sao utilizadas no ambito da bioinformatica
imunoldgica, como: matrizes de pontuagdes especificas (PSSMs), amostragem de
Gibbs, modelos ocultos de Markov, maquinas vetores de suporte e redes neurais
artificiais (ANN). As redes neurais artificiais funcionam como um robé através de uma
rede de computador, onde a informacao é distribuida em camadas de entrada de
informacéo, camadas ocultas e uma camada de saida da informacao, conectadas em
uma determinada estrutura através de conexdes ponderadas (17). Os modelos de
rede neural tém a funcao de calcular e prever relacido entre variaveis, e sdo aplicados
em diferentes areas como processamento de imagens, deteccao de fraudes em setor

financeiro, previsdo do tempo e diagndstico clinico (41).
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Este método pode ser treinado com informagdes classificadas como ligante-n&o-
ligante ou informacdes reais de afinidade. Os métodos mais usados combinam esses
tipos de informagdes com métodos de predi¢cao, seja pela média ou pela unido de
dados obtidos em técnicas distintas, como por exemplo dados com resultantes de
interesse (positivo/negativo) retirados de matrizes de pontuagbes especificas
(PSSMs) para integrar a determinado dado de sequéncia ou afinidade, gerado pela

rede neural artificial (22).

Na escolha de qual método de predigao utilizar, deve-se atentar para cuidados como
o desempenho e avaliar se realmente é possivel obter uma resposta adequada
daquele determinado conjunto de ferramentas. Um estudo comparativo do
desempenho preditivo de grande parte dos métodos disponiveis ja foi realizado,
mostrando que em geral, os métodos de matriz de pontuacéo e estabilizacdo (SMM)

e rede neural artificial (ANN) apresentam melhor desempenho (24).

Os modelos de estudo permitem gerar um quadro preditivo de cinética, uma
abordagem quantitativa é necessaria frente a existéncia de diversas células,
moléculas, vias regulatérias e mecanismos de feedback fisioldgicos. A presenca de
caracteristicas complexas dificulta a interpretacao das respostas durante uma doencga,
ou restabelecimento funcional apés tratamentos como quimioterapias ou transplantes,
por isso, deve-se contar com boa interpretagao e reprodugdo dos modelos tedricos
desenvolvidos e considerar a diversidade do sistema imunolégico e condigdes

especificas de cada modelo estruturado (17).

A predigado de qual regidao de determinado patdégeno sera um melhor epitopo para
interagir com o HLA do individuo pode auxiliar, além da producdo de vacinas, o
entendimento de diversas infecgdes além do HCMV. Os avangos que possibilitam hoje
encontrar milhares de micro-organismos sequenciados nos proporciona alternativas
na busca de elucidar mecanismos de diversas doencgas, contribuindo com a melhora

em tratamentos.

Tabela 2. Ferramentas de predicao de epitopo para linfécitos T disponiveis

Base de dados Endereco Ferramenta
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CTLpred www.imtech.res.in/raghaval/ctlpred Predicao de epitopos para LTC
baseado em rede neural artificial

IEDB MHC Class | www.immuneepitope.org/analyze/ Predigao de epitopos MHC |
utilizando 3 ferramentas

IEDB MHC Class Il www.immuneepitope.org/tools/matrix/iedb_in Predicao de epitopos MHC Il

put
IEDB Binding www.immuneepitope.org/analyze/mhc_proce Predicéo de epitopo para
ssing.html LTCD8+ baseado no IEDB MHC |,

ligacédo da TAP e clivagem de
proteassoma

MHCPred www.jenner.ac.uk/MHCPred Predicao de ligacao entre

MHC/peptideo ou TAP/peptideo
por valores de IC50

MHC2Pred www.imtech.res.in/raghava/mhc2pred Predicao de ligantes promiscuos
ao MHCII

NetChop www.cbs.dtu.dk/services/NetChop Predicao de clivagem do
proteassomal/imunoproteassoma

NetCTL www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL Predicao de supertipos de
epitopos, ligagao da TAP

PREDEPP margalit.huji.ac.il Predicao de ligacao peptideo-
MHC baseado na estrutura

ProPred www.imtech.res.in/raghava/propred Predicao de ligagcao peptideo-
MHCII

Na tabela acima estdo algumas ferramentas disponiveis para predigao de epitopos
para linfécitos T. Muitas bases de dados oferecem além de predicées do HLA/MHC e
epitopo, predicdo de todo o processamento de antigeno, como a acédo da TAP e do
proteassoma. Além disso, alguns deles fornecem predigdes ndo apenas para linfocitos

T, mas linfécitos B também.

E reconhecida importancia da infecgdo por HCMV em especial em pacientes
imunossuprimidos. O principal mecanismo imunoldgico de defesa a infec¢des virais €
o sistema imune adaptativo. O grau de resposta de um individuo a um determinado
antigeno é muito variavel, na dependéncia do conjunto de antigenos HLA que suas
células expressam. Os métodos farmacoldgicos atualmente utilizados na profilaxia e
tratamento do HCMV apenas permitem uma reducdo parcial nas taxas de infecgao.
Torna-se, portanto, necessario o estudo de novas formas de abordagem que permitam
predizer com eficiéncia o risco infeccioso, e o grau de resposta imunolégica esperada

de forma mais individualizada. Neste contexto torna-se necessario e oportuno a
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utilizacdo de novas ferramentas de bioinformatica como base teorica para o

planejamento destas novas propostas.
2. OBJETIVO GERAL

Determinacgao do grau de interagdo do HLA com os peptideos de proteinas antigénicas

do HCMV e sua relagao com o polimorfismo HLA.

2.1 Objetivos Especificos
2.1.1 - Apresentar as proteinas conhecidamente mais imunogénicas do HCMV.

2.1.2 - Determinar a sequéncia peptidica das principais proteinas imunogénicas do
HCMV.

2.1.3 — Avaliar diferentes ferramentas de predi¢cao de afinidade HLA-epitopo.

2.1.4 - Estabelecer um critério de distribuicao dos diferentes tipos HLAs e seu grau

de afinidade com as proteinas antigénicas do HCMV.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Revisao sistematica da literatura

Para escrita da revisao, a pesquisa dos descritores foi realizada na Biblioteca Virtual
em Saude (BVS) e os descritores foram posteriormente encontrados no MeSH terms
do PubMed. As “palavras-chave” foram: “Citomegalovirus”, “Infeccbes por
Citomegalovirus”, “HLA”, “antigeno”, “Imunologia de transplantes”, ’Infec¢des
oportunistas”, “Elementos de resposta”, “Proteinas virais”, “Rejeicdo de enxerto”,
“Biologia computacional” e “bioinformatica”. Os idiomas empregados nesta revisao
foram o portugués e inglés. Os bancos de dados consultados foram o MEDLINE,
Scielo, Pub Med e bancos de artigos de universidades federais, como UFMG, UERJ
e UFRS.

Os critérios de inclusdo basearam-se em artigos e fontes que correlacionam os temas
abordados com as palavras-chave relacionadas e dentro dos idiomas limitados. Os
critérios de exclusao se basearam em artigos relacionados a outras infec¢des e artigos

que estivessem em outro idioma.
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3.2 Determinagao da sequéncia peptidica das principais proteinas imunogénicas
do HCMV
Foram escolhidas 10 proteinas do HCMV: UL48, UL55, UL29, UL32, UL28, Pp65,

UL122, UL123, US3 e US32. A escolha destas proteinas se baseou no potencial
imunogénico, conforme descrito por Sylwester (Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.). Para cada proteina foi realizada a determinagéo da sequéncia peptidica
por meio do site UniProt o qual disponibiliza e abrange dados de sequéncia e anotagao

de proteinas. O resultado desta busca esta descrito nos anexos (anexo 1).

3.3 Escolha dos HLA classe |
Para o presente estudo foram selecionados os seguintes HLAs: HLA-A*01:01,

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

A escolha foi baseada nos HLAs mais prevalentes de acordo com o Immune Epitope
Database (IEDB). Este banco de dados € uma colaboracao entre o Instituto Europeu
de Bioinformatica (EMBL-EBI), o Instituto Sui¢o de Bioinformatica da SIB e o Recurso
de Informacéo sobre Proteinas (PIR). A planilha presente no anexo deste trabalho

possui todas as sequéncias das proteinas utilizadas (anexo 1).

3.4 Avaliagao de diferentes ferramentas de predigao de afinidade HLA-epitopo
Foram pesquisadas na internet e em artigos com modelos relacionados, as diversas

ferramentas para predicao de afinidade, e a ferramenta escolhida pertence ao Immune
Epitope Database (IEDB), do Instituto Nacional de Alergia e Doencgas Infecciosas.
Esse banco armazena dados que contribuem com a caracterizagao de anticorpos e
epitopos de linfécitos T em humanos, primatas ndo humanos e outras espécies
animais, incluindo epitopos envolvidos em doengas infecciosas, alergia,
autoimunidade e transplantes. Além disso, o IEDB também possui ferramentas de
predicdo e analise de epitopos para linfocitos B e processamentos de antigeno, como
mencionado na tabela 2.

A sequéncia peptidica de cada uma das 10 proteinas mais imunogénicas do HCMV
para linfécito TCD8+: UL48, UL55, UL29, UL32, UL28, Pp65, UL122, UL123, US3 e
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US32 de acordo com Sylwester (Erro! Fonte de referéncia ndao encontrada.), foram
retiradas do UniProt. O programa utilizado para as predicoes € chamado de T Cell

Epitopes - MHC Binding Prediction, integrante das ferramentas de predi¢éo do IEDB.

A ferramenta T Cell Epitopes - MHC Binding Prediction prediz valores de interagao
calculados por IC50, para ligagéo de peptideos em moléculas especificas de MHC nas

classes | e Il, através do mecanismo de rede neural artificial (ANN).

Dessa forma, cruzamos todas as sequéncias das proteinas do HCMV com os 27 HLAs
mais prevalentes, de acordo com o IEDB. S&o eles: HLA-A*01:01, A*02:01, A*02:03,
A*02:06, A*03:01, A*11:01, A*23:01, A*24:02, A*26:01, A*30:01, A*30:02, A*31:01,
A*32:01, A*33:01, A*68:01, A*68:02, HLA-B*07:02, B*08:01, B*15:01, B*35:01,
B*40:01, B*44:02, B*44:03, B*51:01, B*53:01, B*57:01 e B*58:01.

Uma planilha com valores de predi¢cao é gerada, e através dela, podemos identificar
o valor de IC50 para os HLAs em diferentes regides das proteinas do HCMV. Dessa
forma, com o valor e afinidade geral de cada HLA pelas proteinas é possivel inferir

quais serao os HLAs que interagem melhor com as proteinas do virus e quais nao.

Os graficos foram feitos utilizando o software GraphPad Prism, os dados de interesse
presentes na planilha gerada pela ferramenta do IEBD foram analisados e exportados

para este programa, facilitando o agrupamento e visualizagdo dos dados de predigao.

As predicOes realizadas para cada proteina do HCMV geraram resultados que foram
dispostos em 2 modelos de graficos, o primeiro representa uma visao geral de todas
as ligacdes existentes de HLAs em toda extensdo de cada proteina. O segundo
modelo mostra as ligagdes feitas por cada HLA em cada uma das 10 proteinas,

separadamente.

4. RESULTADOS

4.1. Principais proteinas imunogénicas do HCMV e suas caracteristicas
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A porcentagem presente na tabela de afinidade das proteinas (Tabela 3) esta
calculada individualmente em cada proteina. A maioria dos epitopos existentes e
preditos sdo de baixa afinidade (98.30%, variando de 82.3% até 99.7% para as 10
proteinas), com poucas chances de interagir com os HLAs. Em média, 0.41 peptideos

mostraram alta afinidade com HLA de acordo com o IC50.

O valor de IC50 é inversamente proporcional a capacidade de ligacao, portanto, os
valores de 0-50nM séo ligacoes fortes, de 51-500nM ligagbes intermediarias e acima

de 500nM, ligacdes fracas.

Quando classificamos pelo numero de peptideos imunogénicos de alta e intermediaria
afinidade, a UL48 é a mais imunogénica, seguida da UL55, UL29, UL32, UL28, pp65,
UL122, UL123, US3 e US32. Coincidentemente, a UL48 € a maior proteina do HCMV
€ a mais imunogénica, mas, iSso Nndo se conserva, pois, a segunda maior proteina
(UL32) ndo é, seguida, a mais imunogénica. Portanto, apesar de haver mais

possibilidades de ligagao, ndo necessariamente ser maior define a imunogenicidade

da proteina.
Tabela 3. Proteinas do HCMV e suas afinidades aos HLAs
Proteina Tamanho (total Numero total <50nM 50-500 nM >500 nM
aa) de peptideos Alta afinidade Afinidade Baixa afinidade
intermediaria
uL48 2241 120.609 525 (0.43) 1769 (1.46) 118315 (98.1)
uL32 1048 57.005 196 (0.35) 676 (1.20) 56133 (98.4)
UL55 907 49.769 319 (0.65) 985 (2.00) 48465 (97.3)
uL122 580 31.331 115 (0.37) 355 (1.15) 30861 (98.5)
Pp65 561 29.835 149 (0.50) 448 (1.50) 29238 (98.0)
uL29 462 38.304 244 (0.65) 665 (1.77) 37395 (97.5)
UL123 397 26.476 115 (0.44) 360 (1.38) 26001 (98.2)
uL28 272 20.007 164 (0.82) 417 (2.80) 19426 (97.0)
Us32 183 1.033 48 (5.64) 134 (15.7) 851 (78.6)

us3 95 96.174 62 (0.06) 217 (0.22) 95895 (99.7)
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4.2 Interagao do HLA com as proteinas do HCMV

Peptide ic50 (nM)

T T T T
0 500 1000 1500 2000
Size

Gréfico. 2 Afinidade geral entre todos os HLAs por toda a extensdo da proteina UL48. O valor de IC50 é
inversamente proporcional, portanto os “spots” locali a parte inferior do grafico sdo de alta afinidade (O-

50nM), no meio séo os valores de afinidade intermediaria (50-500nM) e na parte superior as ligagdes de baixa
afifl RS ¢500nM).

Peptide ic50 (nM)

105
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Grafico. 1 Afinidade geral entre todos os HLAs por toda a extensdo da proteina UL32. O valor de IC50 é
inversamente proporcional, portanto os “spots” localizados na parte inferior do grafico séo de alta afinidade (0-

50nM), no meio sédo os valores de afinidade intermediaria (50-500nM) e na parte superior as ligagdes de baixa
afinidade (>500nM).
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100000

Peptide ic50 (nM)
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Gréafico. 3 Afinidade geral entre todos os HLAs por toda a extensdo da proteina UL55. O valor de IC50 é
inversamente proporcional, portanto os “spots” localizados na parte inferior do grafico sdo de alta afinidade (0-
50nM), no meio sao os valores de afinidade

UL122

Peptide ic50 (nM)

0 200 400 600
Size

Grafico. 4 Afinidade geral entre todos os HLAs por toda a extensdo da proteina UL122. O valor de IC50 é
inversamente proporcional, portanto os “spots” localizados na parte inferior do grafico sdo de alta afinidade (0-
50nM), no meio séo os valores de afinidade intermediaria (50-500nM) e na parte superior as ligagdes de baixa
afinidade (>500nM).
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Peptide ic50 (nM)

1 1
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Size
Grafico. 6 Afinidade geral entre todos os HLAs por toda a extensdo da proteina pp65 O valor de IC50 é

inversamente proporcional, portanto os “spots” localizados na parte inferior do grafico sdo de alta afinidade (0-

50nM), no meio sdo os valores de afinidade intermediaria (50-500nM) e na parte superior as ligagcdes de baixa
afinidade (>500nM).

UL29
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Grafico. 5 Afinidade geral entre todos os HLAs por toda a extensdo da proteina UL29. O valor de IC50 é
inversamente proporcional, portanto os “spots” localizados na parte inferior do grafico sdo de alta afinidade (0-

50nM), no meio sdo os valores de afinidade intermediaria (50-500nM) e na parte superior as ligagdes de baixa
afinidade (>500nM).
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Peptide ic50 (nM)

0 200 400
Size

Grafico. 7 Afinidade geral entre todos os HLAs por toda a extensao da proteina UL123. O valor de IC50 é
inversamente proporcional, portanto os “spots” localizados na parte inferior do grafico sdo de alta afinidade (0-
50nM), no meio sdo os valores de afinidade intermediaria (50-500nM) e na parte superior as ligagdes de baixa
afinidade (>500nM).

Peptide ic50 (nM)

0 100 200 300 400
Size

Grafico. 8 Afinidade geral entre todos os HLAs por toda a extensdo da proteina UL28. O valor de IC50 é
inversamente proporcional, portanto os “spots” localizados na parte inferior do gréafico sdo de alta afinidade (0-
50nM), no meio sdo os valores de afinidade intermediaria (50-500nM) e na parte superior as ligagdes de baixa
afinidade (>500nM)
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Grafico. 10 Afinidade geral entre todos os HLAs por toda a extensdo da proteina US32. O valor de IC50 é
inversamente proporcional, portanto os “spots” localizados na parte inferior do grafico S&o de alta afinidade (O-
50nM), no meio séo os valores de afinidade intermediaria (50-500nM) e na parte superior as ligagdes de baixa
afinidade (>500nM).
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Grafico. 9 Afinidade geral entre todos os HLAs por toda a extensdo da proteina US3. O valor de IC50 é
inversamente proporcional, portanto os “spots” localizados na parte inferior do grafico sdo de alta afinidade (0-
50nM), no meio séo os valores de afinidade intermediaria (50-500nM) e na parte superior as ligagdes de baixa
afinidade (>500nM).



4.3 Alta e intermediaria afinidade dos HLAs por cada proteina
Os graficos de cada proteina e sua interacdo de alta e intermediaria afinidade com

cada um dos 27 HLAs estio dispostos abaixo.

UL48

35

=" 25 Ty o v s £
e = ¥EgE K
Z &
e o s BrxE e b
.| ¥ ~ AL IR W e t =
- - .g..:.::_.sal-'ﬂ;::. o[ R
: e =~ oGl e . T
1004. |2 S é EW .G ] 2o
1 |2|$ ¥ A R S B WL e
o | e o ergrn sa a5 L .# e ..":‘. R A R ¥
3 115 R Y AR AN g
1= B R R 5 ¥
= o ) e i T e . :
— o q_-_\-'.__ .:, s .-. - .: P . - .
5 e e A 2L . .
RN Sy B -
104 |= s ¢ o 2 R ..
| I o I . 7 .o
o . 2 .
- ®e b vy
! :
. .
)
1 1 1 L] L} 1 ] I 1 1 L] 1 1 1 ] L 1 1 1 1 ] L] 1 I 1 I L}
™ e M PO T T Y™ N T T N T T O ™ N NT O™ O™ O™ M ™ ™ =
S22z 232222233532222 2 =22
% aog o~ o~ o~ o b o © = w o o - o~ [l =3 (-] M~ [--] wn un = = - ol ~ M~ (-]
A S R S B B S A S S GO S OO T S A S SO SO S 3y
3 & & & 4 a4 q4qqdqad T ahonbonbboiooid

Gréfico. 12 Interagao de alta e intermediaria afinidade de cada HLA pela estrutura da proteina UL48.

Os retangulos

azuis representam os HLAs que mais interagem com a proteina e as vermelhas representam HLAs que menos
interagem com a proteina. A parte inferior do grafico, abaixo da primeira linha vermelha (50nM) estao as ligagbes
de alta afinidade, feitas pelo HLA e entre a primeira e a segunda linha (500nM), estédo as ligagdes de afinidade

intermediaria.
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Grafico. 11 Interagao de alta e intermediaria afinidade de cada HLA pela estrutura da proteina UL32. Os retangulos
azuis representam os HLAs que mais interagem com a proteina e as vermelhas representam HLAs que menos
interagem com a proteina. A parte inferior do grafico, abaixo da primeira linha vermelha (50nM) estéo as ligagbes
de alta afinidade, feitas pelo HLA e entre a primeira e a segunda linha (500nM), estdo as ligagdes de afinidade

intermediaria.
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Grafico. 13 Interagao de alta e intermediaria afinidade de cada HLA pela estrutura da proteina UL55. Os retangulos
azuis representam os HLAs que mais interagem com a proteina e as vermelhas representam HLAs que menos
interagem com a proteina. A parte inferior do grafico, abaixo da primeira linha vermelha (50nM) estéo as ligagbes
de alta afinidade, feitas pelo HLA e entre a primeira e a segunda linha (500nM), estdo as ligagbes de afinidade
intermediaria.
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Grafico. 14 Interagdo de alta e intermediaria afinidade de cada HLA pela estrutura da proteina UL122. Os
retdngulos azuis representam os HLAs que mais interagem com a proteina e as vermelhas representam HLAs que
menos interagem com a proteina. Os retdngulos em cinza destacam HLAs que n&do apresentaram interagdes de
alta ou intermediaria afinidade. A parte inferior do grafico, abaixo da primeira linha vermelha (50nM) estdo as
ligagBes de alta afinidade, feitas pelo HLA e entre a primeira e a segunda linha (500nM), estdo as ligagbes de
afinidade intermediaria.
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Gréfico. 15. Interacao de alta e intermediaria afinidade de cada HLA pela estrutura da proteina pp65. Os retangulos
azuis representam os HLAs que mais interagem com a proteina e as vermelhas representam HLAs que menos
interagem com a proteina. Os retdngulos em cinza destacam HLAs que nédo apresentaram interagbes de alta ou
intermediaria afinidade. A parte inferior do grafico, abaixo da primeira linha vermelha (50nM) estéo as ligagoes de
alta afinidade, feitas pelo HLA e entre a primeira e a segunda linha (500nM), estdo as ligagbes de afinidade
intermediaria.
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Grafico. 16. Interacéo de alta e intermediaria afinidade de cada HLA pela estrutura da proteina UL29. Os retangulos
azuis representam os HLAs que mais interagem com a proteina e as vermelhas representam HLAs que menos
interagem com a proteina. Os retangulos em cinza destacam HLAs que ndo apresentaram interacbes de alta ou
intermediaria afinidade. A parte inferior do grafico, abaixo da primeira linha vermelha (50nM) estao as ligacbes de
alta afinidade, feitas pelo HLA e entre a primeira e a segunda linha (500nM), estdo as ligacdes de afinidade
intermediaria.
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Gréfico. 17 Interagdo de alta
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e intermediaria afinidade de cada HLA pela
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estrutura da proteina UL123. Os

retdngulos azuis representam os HLAs que mais interagem com a proteina e as vermelhas representam HLAs que
menos interagem com a proteina. Os retangulos em cinza destacam HLAs que n&o apresentaram interagdes de
alta ou intermediaria afinidade. A parte inferior do grafico, abaixo da primeira linha vermelha (50nM) estédo as
ligagdes de alta afinidade, feitas pelo HLA e entre a primeira e a segunda linha (500nM), estédo as ligagdes de

afinidade intermediaria.
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Grafico. 18 Interacao de alta e intermediaria afinidade de cada HLA pela estrutura da proteina UL28. Os retadngulos
azuis representam os HLAs que mais interagem com a proteina e as vermelhas representam HLAs que menos
interagem com a proteina. A parte inferior do grafico, abaixo da primeira linha vermelha (50nM) estéo as ligagcbes
de alta afinidade, feitas pelo HLA e entre a primeira e a segunda linha (500nM), estdo as ligagbes de afinidade

intermediaria.
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Gréfico. 19 Interacdo de alta e intermediaria afinidade de cada HLA pela estrutura da proteina US32. Os retangulos
azuis representam os HLAs que mais interagem com a proteina e as vermelhas representam HLAs que menos
interagem com a proteina. Os retdngulos em cinza destacam HLAs que ndo apresentaram interagdes de alta ou
intermediaria afinidade. A parte inferior do grafico, abaixo da primeira linha vermelha (50nM) est&o as ligagbes de

alta afinidade, feitas pelo HLA e entre a primeira e a segunda linha (500nM), estdo as ligagbes de afinidade
intermediaria.
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Grafico. 20 Interagéo de alta e intermediaria afinidade de cada HLA pela estrutura da proteina US3. Os retangulos
azuis representam os HLAs que mais interagem com a proteina e as vermelhas representam HLAs que menos
interagem com a proteina. A parte inferior do grafico, abaixo da primeira linha vermelha (50nM) estao as ligacbes

de alta afinidade, feitas pelo HLA e entre a primeira e a segunda linha (500nM), estdo as ligagdes de afinidade
intermediaria.
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As analises presentes no resultado de graficos de alta e intermediaria afinidade (seg&o
4.3) mostraram que alguns HLAs s&o 6timos para apresentar epitopos do HCMV,
como os HLAs A*02:03, A*02:06, A*31:01 e A*68:01, enquanto outros sado fracos em
apresentacao como A*01:01, A*26:01, B*51:01 e B*44:02. O HLA A*02:03 foi o melhor
HLA para responder contra os peptideos do HCMV, demonstrando altos niveis de
interagdo com todas as proteinas, menos a US32. Em contrapartida, os HLAs A*01:01
e B*51:01 foram os que apresentaram baixa ou nenhuma interagdo com as proteinas,
eles sao os principais encontrados nos retangulos em cinza, dos graficos de alta e
intermediaria afinidade das proteinas pp65, UL28, UL29, UL122, US3 e US32.

A tabela 4 permite melhor visualizagcao desses “padroes” entre os HLAs que sao bons
e maus respondedores, mesmo em proteinas distintas, observa-se a predominancia
dos mesmos HLAs, reforgando a possibilidade de considera-los como bons ou maus

respondedores.

Tabela 4. HLAs predominantes em interacdes fracas e fortes de acordo com a proteina

PROTEINA HLA DE MAIORES HLA DE MENORES HLA SEM
INTERAGOES INTERAGOES INTERAGAO
PP65 A*02:03>A*02:06>A"68:01>A%68:02  B*44:02>A*26:01/A*32:01>B*57:01  A*01:01
B*51:01
uL48 A*02:03>A*02:06>A*31:01>A%68:01  B*44:02>A*26:01>A*01:01>B*51:01 XXX
uL28 A*02:03>A*02:06>A*31:01>A%68:01  B*44:02>B*53:01>A*01:01>A"26:01  B*51:01
uL29 A*02:06>A*02:03>A*31:01>A%68:02  B*58:01>B*53:01>A*01:01>A*26:01  B*51:01
uL32 B*07:02>A%68:02>A*02:03>A*68:01  A*24:02>A*26:01>A%01:01>B*51:01 XXX
UL55 A*02:03>A*02:06>A*68:01>A%68:02  B*44:03>B*08:01>B*53:01>B*51:01 XXX
uL122 A*02:03>A*02:06>A*68:02>B*07:02  A*23:01/A*26:01/B*51:01>B*44:03  A*01:01
uL123 A*02:03>A*02:06>A*68:01>A%68:02  B*51:01/B*57:01/B*58:01/A*26:01 XXX
us3 A*02:01>A*02:03>A*02:06>A*68:01  B*57:01/A*01:01/B*53:01>A"26:01  B*51:01
US32 A*31:01>A*33:01>A*68:01>A*30:01  B*35:01>A*26:01>B*44:02/A*01:01  A*02:01

B*51:01
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5. DISCUSSAO

Considerando a infecgao por HCMV, a sua alta frequéncia e facil transmissao faz com
que seja um virus amplamente disseminado na populacdo. Em individuos
imunocompetentes, sabe-se que os impactos ndo sido tdo alarmantes quando
comparado a infecgcdo em imunossuprimidos. Sua grande capacidade de mutagéo e
dificuldade de tratamento em casos graves faz com que o manejo clinico com
pacientes de risco, como os transplantados, necessite de cuidados que vao além do

diagndstico.

Os métodos de diagnodstico do virus existentes na atualidade mostram-se eficazes
para detecgao, mas detectar a presenca do HCMV nao elucida as duvidas de qual
direcionamento clinico sera o mais adequado para o paciente, visto que o quadro
clinico do transplantado pode variar. E por isso, ferramentas com alta confiabilidade,
que possam auxiliar nesse direcionamento clinico mais exato podem reduzir a chance

de erro e aumentar a confianga dos médicos na conduta clinica.

Pode-se dividir em duas partes a importancia do HLA |: o processamento e
apresentacdo do antigeno viral. Todas as células nucleadas do organismo
apresentam antigenos intracelulares através do HLA I, incluindo os peptideos virais.
E por se tratar de uma apresentacao via HLA |, o complexo formado entre o HLA le o
peptideo precisa ser reconhecido pelo receptor do linfocito (TCR), e a interagao
estabelecida entre o peptideo apresentado e o TCR precisa ser boa o suficiente para
desencadear o mecanismo seguinte de sinalizagdo imunoldgica, determinante no

curso da resposta.

Embora tenha uma relativa abundancia de HLA | expressos nas células, os virus,
assim como o HCMV, dispdem de mecanismos de evasao imunoldgica, que ao
penetrar na célula do individuo, consegue anular a expressao do HLA |, dificultando
sua apresentacao para o sistema imune e facilitando sua sobrevivéncia. O sistema
imune possui recursos para identificar esse mecanismo ativo, como por exemplo a
funcao das células NK. Porém, em pacientes imunossuprimidos o conjunto de agdes
imunoldgicas esta comprometido, o que contribui muito para a replicacdo do virus e

desenvolvimento de uma infecgdo mais grave.



42

Os individuos que possuem os HLAs caracterizados como “maus apresentadores”,
podem ser considerados mais propensos a infecgao por HCMV, por ndo conseguir
apresenta-lo de forma adequada ao sistema imunoldgico? Individuos que possuem
HLAs de alta afinidade pelas proteinas formadas seriam os individuos mais capazes
de combater o virus? As respostas a estas perguntas podem apresentar grande
impacto no contexto clinico, uma vez que poderia significar um olhar mais cauteloso
para o comportamento de individuos que sdo sabidamente maus respondedores a
proteinas do HCMV. Infelizmente a literatura ndo nos permite definir com clareza estas

respostas, seja no contexto clinico in vivo ou em estudos de experimentos in vitro.

Resultados obtidos no estudo de mutagdes pds-transmissao de HIV-1, associados a
fuga da resposta imune citotéxica, realizado pelos autores G. Damilano, O. Sued, et
al. (2019), sugerem que exista uma adaptagdo do HIV-1 aos alelos HLA A/B
prevalentes na populagdao. Apesar disso, ndo € totalmente clara a relacdo entre a
frequéncia de escape desenvolvida pelo virus e as moléculas de HLA. Sugere-se no
artigo o estudo de regides do genoma viral com redugao na capacidade de evasao do
virus, isso poderia ser alvo de desenvolvimento de uma vacina eficaz, favorecendo a

escolha para sequencias mais estaveis ao longo do tempo (35).

O estudo conduzido por Varun Chauha et al., realizou o desenho de um multiepitopo
vacinal contendo epitopos do HCMV que poderiam ativar linfécitos T, B e células
produtoras de IFN com o intuito de proporcionar uma imunidade efetiva para o
hospedeiro. O artigo cita studos com outros tipos de doengas como HIV, dengue, Zika
e hepatite C, que utilizam imunoterapias baseadas em imunoinformatica para selecéao

de peptideos sao realizados na atualidade por diversos grupos de pesquisa (36).

Um estudo realizado na Irlanda em 2016 (42), determinou a soroprevaléncia de HCMV
em doadores de 6rgaos (1990-2013) e a associagao de alelos do MHC | com a
frequéncia de infecgcao por HCMV no pais. As frequéncias de HLA-A1, HLA-A2 e HLA-
A3 foram de 40,8%, 48,8% e 25,9%, respectivamente e os HLAs B5, HLA-B7 e HLA-
B8 foram 6,1%, 31,2% e 30,8%. De acordo com os autores, a soroprevaléncia de

HCMV na Irlanda € menor em relagdo a outros paises, e associam isso com a alta
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frequéncia dos haplétipos de HLA que néo possuiam IgG positivo (HLA-A1 e B8),

inferindo que isso facilite a reducéo da susceptibilidade a infecgdo por HCMV no pais.

Atualmente a ciéncia lida com grande quantidade de informagdes vindas de banco de
dados, genomas e literatura sobre os mais diversos temas. A bioinformatica e a
imunoinformatica € mais uma forma de agregar conhecimento para experimentos e
pesquisas, somando a imunologia experimental com ciéncia computacional. A
identificacdo de potenciais marcadores imunogénicos para linfécitos T e B em uma
sequéncia de proteinas por exemplo, pode auxiliar uma pré-selecdo do que realmente

€ relevante para um estudo de produg¢ao de vacinas.

Mesmo sendo um formato de estudo de dificil validagao, proporciona a visualizagao
de caminhos passiveis de testes ao planejar um experimento, ou elaborar uma
hipétese. Por isso, as predi¢cdes realizadas necessitam passar pelo desenvolvimento
de um algoritmo funcional, de modo que seja possivel transforma-los em numeros
absolutos. Concomitante a isso, faz-se necessario o estudo de perfil imunoldgico do
transplantados com os respectivos HLAs para observar o desfecho clinico, e comparar

com as predic¢oes realizadas in silico.

Além da apresentagao de antigenos pelo HLA, outros processos sao determinantes
para uma boa resposta imunoldgica e ativacao de linfocitos, como a atuacédo de
moléculas co-estimulatdrias, citocinas e recrutamento celular, portanto, ndo podemos
restringir apenas a atuagcéo do HLA com o TCR. Dessa forma, considerar o HLA nao
apenas para compatibilidade em transplante de 6rgdo, mas como auxilio no manejo
clinico ou tratamento de infec¢des virais, podera ser mais um critério avaliado no
cuidado com determinado paciente que expressa HLAs que sdo maus apresentadores

por exemplo.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitiram a determinagéo do grau de afinidade
de ligagao dos diferentes tipos de HLA aos epitopos das principais proteinas
antigénicas do HCMV. Este inédito conhecimento in silico, uma vez confirmado in
vitro e in vivo, possivelmente sera capaz de proporcionar o desenvolvimento de
meétodos diagndsticos e terapéuticos inovadores, que terdo como base a
particularidade genética e imunologica de cada individuo.
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8. Anexos

PROTEINA TAMANHO

uL48

pp65/UL83

UL122/1E2

UL123/IE1

US32

uL28
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Tabela 5. Sequéncia peptidica das 10 proteinas do HCMV

2241

561

580

397

183

272

SEQUENCIA

MKVTQASCHQGDIARFGARAGNQCVCNGIMFLHALHLGGTSAVLQTEALDAIMEEGARLDARLEREL
QKKLPAGGRLPVYRLGDEVPRRLESRFGRTVHALSRPFNGTTETCDLDGYMCPGIFDFLRYAHAKPR
PTYVLVTVNSLARAVVFTEDHMLVFDPHSSAECHNAAVYHCEGLHQVLMVLTGFGVQLSPAFYYEALF
LYMLDVATVPEAEIAARLVSTYRDRDIDLTGVVRESADTAATTTTAAPSLPPLPDPIVDPGCPPGVAPSI
PVYDPSSSPKKTPEKRRKDLSGSKHGGKKKPPSTTSKTLATASSSPSAIAAASSSSAVPPSYSCGEGA
LPALGRYQQLVDEVEQELKALTLPPLPANTSAWTLHAAGTESGANAATATAPSFDEAFLTDRLQQLIIH
AVNQRSCLRRPCGPQSAAQQAVRAYLGLSKKLDAFLLNWLHHGLDLQRMHDYLSHKTTKGTYSTLD
RALLEKMQVVFDPYGRQHGPALIAWVEEMLRYVESKPTNELSQRLQRFVTKRPMPVSDSFVCLRPVD
FQRLTQVIEQRRRVLQRQREEYHGVYEHLAGLITSIDIHDLDASDLNRREILKALQPLDDNAKQELFRLG
NAKMLELQMDLDRLSTQLLTRVHNHILNGFLPVEDLKQMERVVEQVLRLFYDLRDLKLCDGSYEEGFV
VIREQLSYLMTGTVRDNVPLLQEILQLRHAYQQATQQNEGRLTQIHDLLHVIETLVRDPGSRGSALTLA
LVQEQLAQLEALGGLQLPEVQQRLQNAQLALSRLYEEEEETQRFLDGLSYDDPPTEQTIKRHPQLREM
LRRDEQTRLRLINAVLSMFHTLVMRLARDESPRPTFFDAVSLLLQQLPPDSHEREDLRAANATYAQMV
KKLEQIEKAGTGASEKRFQALRELVYFFRNHEYFFQHMVGRLGVGPQVTELYERYQHEMEEQHLERL
EREWQEEAGKLTVTSVEDVQRVLARAPSHRVMHQMQQTLTTKMQDFLDKEKRKQEEQQRQLLDGY
QKKVQQDLQRVVDAVKGEMLSTIPHQPLEATLELLLGLDQRAQPLLDKFNQDLLSALQQLSKKLDGRI
NECLHGVLTGDVERRCHPHREAAMQTQASLNHLDQILGPQLLIHETQQALQHAVHQAQFIEKCQQGD
PTTAITGSEFESDFARYRSSQQKMEGQLQETRQQMTETSERLDRSLRQDPGSSSVTRVPEKPFKGQ
ELAGRITPPPADFQRPVFKTLLDQQADAARKALSDEADLLNQKVQTQLRQRDEQLSTAQNLWTDLVT
RHKMSGGLDVTTPDAKALMEKPLETLRELLGKATQQLPYLSAERTVRWMLAFLEEALAQITADPTHPH
HGSRTHYRNLQQQAVESAVTLAHQIEQNAACENFIAQHQEATANGASTPRVDMVQAVEAVWQRLEP
GRVAGGAARHQKVQELLQRLGQTLGDLELQETLATEYFALLHGIQTFSYGLDFRSQLEKIRDLRTRFA
ELAKRCGTRLSNEGALPNPRKPQATTSLGAFTRGLNALERHVQLGHQYLLNKLNGSSLVYRLEDIPSV
LPPTHETDPALIMRDRLRRLCFARHHDTFLEVVDVFGMRQIVTQAGEPIYLVTDYGNVAFKYLALRDDG
RPLAWRRRCSGGGLKNVVTTRYKAITVAVAVCQTLRTFWPQISQYDLRPYLTQHQSHTHPAETHTLH
NLKLFCYLVSTAWHQRIDTQQELTAADRVGSGEGGDVGEQRPGRGTVLRLSLQEFCVLIAALYPEYIY
TVLKYPVQMSLPSLTAHLHQDVIHAVVNNTHKMPPDHLPEQVKAFCITPTQWPAMQLNKLFWENKLV
QQLCQVGPQKSTPSLGKLWLYAMATLVFPQDMLQCLWLELKPQYAETYASVSELVQTLFQIFTQQCE
MVTEGYTQPQLPTGEPVLQMIRVRRQDTTTTDTNTTTEPGLLDVFIQTETALDYALGSWLFGIPVCLGV
HVADLLKGQRVLVARHLEYTSRDRDFLRIQRSRDLNLSQLLQDTWTETPLEHCWLQAQIRRLRDYLRF
PTRLEFIPLVIYNAQDHTVVRVLRPPSTFEQDHSRLVLDEAFPTFPLYDQDDNTSADNVAASGAAPTPP
VPFNRVPVNIQFLRENPPPIARVQQPPRRHRHRAAAAADDDGQIDHAQDDTSRTADSALVSTAFGGS
VFQENRLGETPLCRDELVAVAPGAASTSFASPPITVLTQNVLSALEILRLVRLDLRQLAQSVQDTIQHM
RFLYLL

MESRGRRCPEMISVLGPISGHVLKAVFSRGDTPVLPHETRLLQTGIHVRVSQPSLILVSQYTPDSTPCH
RGDNQLQVQHTYFTGSEVENVSVNVHNPTGRSICPSQEPMSIYVYALPLKMLNIPSINVHHYPSAAER
KHRHLPVADAVIHASGKQMWQARLTVSGLAWTRQQNQWKEPDVYYTSAFVFPTKDVALRHVVCAHE
LVCSMENTRATKMQVIGDQYVKVYLESFCEDVPSGKLFMHVTLGSDVEEDLTMTRNPQPFMRPHER
NGFTVLCPKNMIIKPGKISHIMLDVAFTSHEHFGLLCPKSIPGLSISGNLLMNGQQIFLEVQAIRETVELR
QYDPVAALFFFDIDLLLQRGPQYSEHPTFTSQYRIQGKLEYRHTWDRHDEGAAQGDDDVWTSGSDS
DEELVTTERKTPRVTGGGAMASASTSAGRKRKSASSATACTAGVMTRGRLKAESTVAPEEDTDEDSD
NEIHNPAVFTWPPWQAGILARNLVPMVATVQGQNLKYQEFFWDANDIYRIFAELEGVWQPAAQPKRR
RHRQDALPGPCIASTPKKHRG

MESSAKRKMDPDNPDEGPSSKVPRPETPVTKATTFLQTMLRKEVNSQLSLGDPLFPELAEESLKTFE
QVTEDCNENPEKDVLTELGDILAQAVNHAGIDSSSTGPTLTTHSCSVSSAPLNKPTPTSVAVTNTPLPG
ASATPELSPRKKPRKTTRPFKVIIKPPVPPAPIMLPLIKQEDIKPEPDFTIQYRNKIIDTAGCIVISDSEEEQ
GEEVETRGATASSPSTGSGTPRVTSPTHPLSQMNHPPLPDPLGRPDEDSSSSSSSSCSSASDSESES
EEMKCSSGGGASVTSSHHGRGGFGGAASSSLLSCGHQSSGGASTGPRKKKSKRISELDNEKVRNIM
KDKNTPFCTPNVQTRRGRVKIDEVSRMFRHTNRSLEYKNLPFMIPSMHQVLEEAIKVCKTMQVNNKGI
QIIYTRNHEVKNEVDQVRCRLGSMCNLALSTPFLMEHTMPVTHPPDVAQRTADACNDGVKAVWNLKE
LHTHQLCPRSSDYRNMIIHAATPVDLLGALNLCLPLMQKFPKQVMVRIFSTNQGGFMLPIYETAAKAYA
VGQFEKPTETPPEDLDTLSLAIEAAIQDLRNKSQ

MMGMYGAISLLTEFCRVLCCYILEETSVLLAKRPLITKPEVINIMKRRIEEICMKVFAQYILGADPLRVCSP
SVDDLRAIAEESDEENAIAAYTLATAGASSSDSLVSPPESPVPATIPLSSVIVAENSDQEESEQSDEERE
EGAQEEREDTVSVKSEPVSEIEQVASEEEEDGAEEPTTSGGKSTHPMVTRSKADH

MAMYTSESERDWRRVIHDSHGLWCDCGDWREHLYCVYDSHFQRRPTTRAERRAANWRRQMRRLH
RLWCFCQDWKCHALYAEWDGKESDDESSASSSGEAPEQQVPAWKTVRAFSRAYHHRINRGLRGTP
PPRNLPGYEHASEGWRFCNRRERREDDLRTRAEPDRVVFQLGGVPPRRHRETYV

MLGDTQYFGVVRDHKTYRRFSCLRQAGRLYFIGLVSVYECVPDANTAPEIWVSGHGHAFAYLPGEDK
VYVLGLSFGEFFENGLFAVYSFFERDYVDEIVEGAWFKHTFAGMYELSQILHDRTNLLRVCQLHAGSKI
RLGGSPACTFTFGSWNVAEADEANNFVIGVLEQAHFVVIGWMEPVNKAVFMDAHGGIHVLLYGTMLV
KLAETLRGFIRQGSFWFRCPRRFCFSPLDSSATVAAKPVSSHTSPAYDVSEYVFSGRSVLDSVSGTGA
S



usS29

US3

UL32

UL55

462

95

1048

907

50

MRCFRWWLYSGWWWLTFGCARTVTVGFVAPTVRAQSTVVRSEPAPPSETRRDNNDTSYFSSTSFH
SSVSPATSVDRQFRRTTYDRWDGRRWLRTRYGNASACVTGTQWSTNFFFSQCEHYPSFVKLNGVQ
RWTPVRRPMGEVAYYGGCCMVGGGNRAYVILVSGYGTASYGNALRVDFGRGNCTAPKRTYPRRLE
LHDGRTDPSRCDPYQVYFYGLQCPEQLVITAHGGVGMRRCPTGSRPTPSRPHRHDLENELHGLCVD
LLVCVLLLALLLLELVPMEAVRHPLLFWRRVALSPSTSKVDRAVKLCLRRMLGLPPPPSVAPPGEKKEL
PAQAALSPPLTTWSLPPFPSTRIPDSPPPPYQLRHATSLVTVPTLLLYTSSDIGDTASETTCVAHATYGE
PPEPARSTATVQECTVLTAPNCGIVNNDGAVSEGQDHGDAVHHSLDVVSQCAADTGVVDTSE

PWFQIEDNRCYIDNGKLFARGSIVGNMSRFVFDPKADYGGVGENLYVHADDVEFVPGESLKWNVRNL
DVMPIFETLALRLVLQGDVIWLRCVPEL

MSLQFIGLQRRDVVALVNFLRHLTQKPDVDLEAHPKILKKCGEKRLHRRTVLFNELMLWLGYYRELRF
HNPDLSSVLEEFEVRCVAVARRGYTYPFGDRGKARDHLAVLDRTEFDTDVRHDAEIVERALVSAVILA
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