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RESUMO

Hepatite C é o nome dado a doenca causada pelo Hepacivirus hominis (HCV),
representando um grande problema de saude global devido as altas taxas de morbidade e
mortalidade, uma vez que a infeccdo pelo HCV é responsavel por causar graves alteracdes no
figado, incluindo fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular. A transmissdao do HCV se da
pelo sangue e € estimado que mais 71 milhdes de pessoas estejam cronicamente infectadas
pelo virus. Atualmente, ndo existem vacinas aprovadas contra a hepatite C. Embora o
tratamento com antivirais de acdo direta (DAAs) seja considerado eficiente, existem
limitacbes, tais como o ndo impedimento de reinfeccdo e o custo elevado desses
medicamentos. Durante uma infeccdo viral, sabe-se que o processo de apresentacdo de
peptideos pelo MHC de classe | aos linfocitos T CD8" é essencial para desencadear uma
resposta antiviral eficaz, relevante para o melhor desenvolvimento de prot6tipos vacinais
contra 0 HCV. Assim, o desenvolvimento dessa dissertacdo teve como objetivo apresentar
uma visao geral dos epitopos imunodominantes derivados do HCV restritos ao HLA-A*02:01
utilizando ferramentas in silico e in vitro. Para os estudos in silico, 59 sequéncias de
poliproteinas de 7 genodtipos do virus foram obtidas do NCBI nucleotide e utilizadas para a
predicdo de peptideos no software NetCTL 2.0. Cerca de 2700 peptideos com score
combinado > 0,75 foram considerados com potencial para ativar células T CD8",
identificados e mantidos para andlise funcionais in silico. Além disso, também foram
analisadas propriedades fisico-quimicas e a capacidade de indugdo de citocinas dos eixos Thl
e/ou Th2 da resposta imune celular por esses peptideos. Tais analises indicaram uma clara
tendéncia a inducédo da citocina reguladora IL-4 quando comparada a IFN-y. Para a avaliacédo
in vitro da afinidade peptideo-MHC-I, um sistema de microarranjo de peptideos foi realizado
utilizando os peptideos derivados dos 7 gendtipos do HCV e uma molécula HLA-A*02:01
recombinante. Esta estratégia, permitiu a triagem das sequéncias de aminoacidos
imunodominantes reativas, tendo sido observado 615 peptideos reativos ao HLA-A*02:01 in
vitro, que correspondem a cerca de 21,3% do total de peptideos testados. Por fim, os
resultados obtidos in silico e in vitro permitiram a identificagdo de peptideos com alta
reatividade ao HLA-A*02:01, observando predominancia de sequéncias reativas nas regifes
das proteinas p7, NS2 e NS5B. Além disso, os padrdes de aminoacidos observados nos
peptideos reativos destacaram a prevaléncia de residuos de leucina e triptofano, destacando a
importancia destes residuos para a ligacdo do epitopo ao TCR e, consequentemente, para a

ativacdo dos linfécitos T CD8*. De um modo geral, os padrbes de peptideos derivados do



HCV e restritos a0 HLA-A2*02:01 observados neste trabalho fornecem informagdes
importantes para o desenvolvimento de uma vacina multiepitopo, eficaz contra varios

gendtipos do HCV.

PALAVRAS-CHAVE: Hepatite C; HCV; resposta imune celular; resposta TCD8"; HLA-

A*02:01; microarranjo de peptideos.



ABSTRACT

Hepatitis C is the name given to the Hepacivirus hominis (HCV) disease, representing a
major global health problem due to high morbidity and mortality rates, as HCV infection is
responsible for causing severe liver changes, including fibrosis, cirrhosis, and hepatocellular
carcinoma. HCV transmission is associated with direct contact with contaminated blood, and
there is an estimative that more than 71 million people are chronically infected with the virus.
Currently, there are no approved vaccines against hepatitis and even though direct antiviral
agents (DAAS) therapies are highly effective, limitations such as the possibility of reinfection
and and very high price treatment remain to be of concern. During a viral infection, the
process of peptide presentation by MHC class | to CD8" T lymphocytes is known to be
essential for triggering an effective antiviral response, relevant to the improved development
of HCV vaccine prototypes. This project aimed to present an overview of HCV-derived
immunodominant epitopes restricted to HLA-A*02:01 using in silico and in vitro tools. For in
silico studies, 59 polyprotein sequences from 7 genotypes of the virus were obtained from
NCBI nucleotide and used for peptide prediction in NetCTL 2.0 software. About 2700
peptides with a combined score > 0.75 were considered with potential to activate CD8" T
cells, identified and maintained for in silico functional analysis. In addition, physicochemical
properties, and the capacity of induction of cytokines of the Thl and/or Th2 axes of the
cellular immune response by these peptides were also analyzed. Such analyses indicated a
clear tendency to induce the regulatory cytokine IL-4 when compared to IFN-y. For in vitro
evaluation of peptide-MHC-I affinity, a peptide microarray system was performed using the
peptides derived from the 7 HCV genotypes and a recombinant HLA-A*02:01 molecule. This
strategy allowed the screening of immunodominant reactive amino acid sequences, and 615
peptides reactive to HLA-A*02:01 were observed in vitro. Finally, the results obtained in
silico and in vitro allowed the identification of peptides with high reactivity to HLA-A*02:01,
observing a predominance of reactive sequences in the regions of the p7, NS2 and NS5B
proteins. In addition, the amino acid patterns observed in the reactive peptides has
demonstrated the prevalence of leucine and tryptophan residues, highlighting the importance
of these residues for the binding of the epitope to the TCR and, consequently, for the
activation of CD8" T lymphocytes. Overall, the HCV-derived and HLA-A2*02:01-restricted
peptide patterns observed in this work provide important information for the development of a

multi-epitope vaccine effective against multiple HCV genotypes.



KEYWORDS: Hepatitis C; HCV; cellular imune response; TCD8" response; HLA-A*02:01;

peptide microarray.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estrutura da particula viral e multiplicacdo do HCV

A hepatite C é um grave problema de saude global, uma vez que é a principal causa de
doenca hepatica crénica, cirrose e carcinoma hepatocelular (HCC) no mundo (Khullar; J
Firpi, 2015; Roudot-Thoraval, 2021). Atualmente, estima-se que cerca de 71 milhdes de
pessoas estejam infectadas com o Hepacivirus hominis (HCV) (ICTV, 2024) mundialmente,
sendo uma maioria de individuos assintomaticos ou com sintomatologia inespecifica
(Castaneda et al., 2021; Spearman et al., 2019).

O HCV compreende diversos virus envelopados de genoma ssRNA+ entre 9.0-13 kb,
compostos por uma proteina de capsideo e duas ou trés glicoproteinas do envelope. Trata-se
de virus pertencentes ao género Hepacivirus, familia Flaviviridade. Além do género
Hepacivirus, a familia Flaviviridae é composta por outros trés géneros: Pestivirus, Pegivirus
e Flavivirus; sendo o ultimo conhecido por englobar diversos outros virus de importancia
média no Brasil, tais como o virus da febre amarela (YFV), virus da Zika (ZIKV) e o virus da
dengue (DENV) (Gerold et al., 2017; ICTV, 2024; Simmond et al., 2017).

O genoma do HCV codifica apenas uma ORF (open reading frame) flanqueada por
regides 5’ ¢ 3’ ndo traduzidas (UTRs) contendo estruturas secundarias de RNA essenciais
para a replicacdo viral. A 5> UTR possui um sitio interno de entrada do ribossomo (IRES) do
tipo 3, importante na caracterizacdo da familia Flaviviridae, e essencial para o inicio do
processo de traducdo da ORF. Essa ORF é entdo traduzida em uma Unica poliproteina, que é
processada durante e ap0s a traducdo por proteases celulares e virais, originando as proteinas
estruturais e ndo estruturais do virus. Enquanto as proteinas ndo estruturais p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A e NS5B, participam diretamente da replicacdo, montagem e liberacéo de
novos virions (Li et al., 2021; Tabata et al., 2020) (Figura 1B). Ja as proteinas estruturais E1 e
E2 sdo responsaveis pela formacdo do envelope viral, formando um heterodimero durante a
maturacdo viral e permitindo a penetracdo viral, adicionalmente os virions liberados ainda
possuem em sua membrana lipidica moléculas de colesterol e esfingomielina, com funcées
importantes na penetracdo do HCV nas células alvo (Li et al., 2021; Tabata et al., 2020)
(Figura 1A). Por fim, a proteina estrutural do capsideo associa-se a molécula de RNA,

formando a estrutura do nucleocapsideo (L et al., 2021; Tabata et al., 2020)
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Figura 1 — Estrutura da particula viral e organizagdo do genoma do HCV. Em (A) estrutura da particula
viral. Em (B) genoma do HCV e proteinas codificada pelo virus onde 5° UTR e 3’ UTR significa regido 5’ e 3’
ndo traduzidas e IRES significa sitio interno de entrada do ribossomo. Fonte: Adaptado de Abdel-Hakeem;
Shoukry, 2014.

O HCV e transmitido via contato direto com sangue infectado e circula pela corrente
sanguinea na forma de particulas lipovirais (LVPS), nas quais o0 virus encontra-se associado
com lipoproteinas de baixa densidade. Os LVPs atingem o figado e infectam os hepatocitos,
dando inicio ao seu ciclo de multiplicacdo viral (Figura 2). A penetracdo do virus na célula
hospedeira tem inicio com a ligacao das particulas lipovirais com proteoglicanos de heparan
sulfato (HSPGs), o receptor de baixa densidade de lipoproteina (LDL-R) e o receptor
scavenger de classe B tipo 1 (SRB1) presentes na superficie basolateral celular (Colpitts et al.,
2020; Gerold et al., 2020; Lindenbach; Rice, 2013).
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O SRBL é capaz de remover os lipideos das lipoproteinas associadas ao HCV e induzir
alteracdes conformacionais na glicoproteina E2, facilitando a exposicao do sitio de ligacdo ao
CD81, principal receptor do HCV, e permitindo a interagdo com a particula viral. Apds essa
ligacdo, a interacdo E2-CD81 ativa entdo uma transducdo de sinal através do receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR), e outros fatores que irdo ser responsaveis por promover a
internalizacdo do virion. Estes eventos de sinalizacdo entdo promovem a difusdo lateral de
complexos HCV-CD81 para sitios de contato celular para possibilitar a interacdo de CD81
com a proteina claudina 1 (CLDN1) expressa na membrana basolateral e nas jungdes de
oclusdo dos hepatdcitos (Colpitts et al., 2020; Gerold et al., 2020; Lindenbach; Rice, 2013).

A formacdo do complexo de correceptores CD81-CLDN1 desempenha um papel
essencial na internalizacdo do HCV na célula hospedeira. Além disso, outra proteina de
juncdo que participa da internalizacdo viral nos hepatdcitos é a ocludina (OCLN), sendo essa
uma etapa critica do processo de entrada do HCV. Por fim, a internalizacdo ocorre por meio
da endocitose mediada por clatrina e dependente de dinamina Il. Apds a endocitose o virus
entdo se encontra dentro de um endossomo e 0 baixo pH do compartimento
endossomossdmico induz a fusdo do envelope viral com a membrana endossomal, liberando o
RNA viral no citosol, onde seré diretamente traduzido em proteinas virais para a producédo de
novos virions (Colpitts et al., 2020; Gerold et al., 2020; Lindenbach; Rice, 2013).
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Figura 2 — Representacdo esquematica do ciclo da multiplicacdo do HCV. Na imagem estdo ilustradas as
etapas de adesdo, entrada por meio do processo de endocitose mediada por clatrina, expressdo do genoma viral
envolvendo traducdo e processamento da poliproteina e a replicacdo do RNA viral, e por fim, a montagem e
liberagdo de novas particulas. Adaptado de Manns et al., 2017.

As primeiras proteinas transcritas pela maquinaria celular sdo as proteinas ndo
estruturais do HCV para dar inicio ao processo de replicacdo viral. Esse complexo de
replicacdo é formado pelas proteinas NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B, cujas principais
proteinas sdo a NS3, com funcdo de helicase, e a NS5B que é a RNA polimerase dependente
de RNA viral. O HCV é capaz de induzir alteracdes na membrana do reticulo endoplasmaético
para a replicacdo do RNA, formando a fabrica viral, responsavel por realizar as copias do
material genético do virus (Li et al., 2021; Lindenbach; Rice, 2013; Tabata et al., 2020).

Apbés a amplificacdo do material genético viral, as proteinas estruturais sao
produzidas, dando inicio ao processo de montagem que depende principalmente das proteinas
p7 e NS2, responsaveis por interagir com NS3-NS4A para recrutar a proteina do
nucleocapisdeo e o complexo E1-E2 para montagem das particulas virais. Por fim, o HCV
utiliza a via biosintética de lipoproteina de baixa densidade para sua montagem e liberacao da
célula pelo processo de brotamento do RE (L. et al., 2021; Lindenbach; Rice, 2013; Tabata et
al., 2020).
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1.2 Epidemiologia

O HCYV foi identificado pela primeira vez ap6s diversos casos de hepatite ndo-A e nao-
B observados apds transfusdes sanguineas em 1975, mas a descri¢cdo do virus ocorreu apenas
em 1989 (Laugi, 2020; Westbrook; Dusheiko, 2014). Atualmente, o0 HCV é endémico em
varios paises e um grande motivo de preocupacdo para a sociedade devido a sua alta
morbidade e mortalidade. As regides mais acometidas pela doenca, de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), sdo: Mediterraneo Oriental, Pacifico Ocidental,
Europeia, Sudeste da Asia, Africana e a regido das Américas (Figura 3) (Castaneda et al.,
2021; Dennis et al., 2021; Roudot-Thoraval, 2021; World Health Organization, 2021).
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Figura 3 — Prevaléncia da infeccdo por hepatite C no mundo dividida em seis regides. Essas regides sdo
Mediterraneo Oriental, Pacifico Ocidental, Regido Europeia, Sudeste da Asia, Regido Africana e Regido das
Américas. Adaptado de Castaneda et al., 2021.

De acordo com o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), a cada 100
pessoas infectadas com o HCV, cerca de 60-70 irdo desenvolver doenca hepatica cronica, 5-
20 irdo desenvolver cirrose em um periodo de 20 a 30 anos e 1-5 irdo a ébito em decorréncia
da infeccdo. De maneira geral, é estimado pela OMS que cerca de 350 mil pessoas morrem
anualmente infectadas pelo HCV (Stasi et al., 2020; World Health Organization, 2021).

As regides de maior endemicidade para a doenca estdo concentradas na Asia e na
Africa com uma grande porcentagem de casos principalmente no Egito, com cerca de 18-22%
dos casos, e no Paquistdo com cerca de 4,9% dos casos. Entretanto, mundialmente é dificil
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estimar a soroprevaléncia do HCV por ser altamente variavel entre as diversas regides e
subestimada, ja que depende da testagem ampla e eficiente da populacdo de cada pais. Como
grande parte dos individuos infectados é assintomatica, estes individuos muitas vezes ndo séo
testados, dificultando ainda mais a determinacdo de uma soroprevaléncia mundial confidvel.
De acordo com a OMS, no ano de 2017 apenas cerca de 20% dos infectados estavam cientes
do seu diagnostico, contribuindo para a propagacdo e disseminacdo do virus. Outros fatores
que colaboram para uma testagem insuficiente e dificuldade no diagndstico do HCV é a
escassez de informagdo, baixa infraestrutura e pouco investimento em diversos paises (Dennis
et al., 2021; Mangia et al., 2021; Roudot-Thoraval, 2021; Westbrook; Dusheiko, 2014).

O HCV possui uma variabilidade genética muito alta, podendo ser classificado em sete
diferentes gendtipos (1-7) (Figura 4) que diferem entre si em aproximadamente 30-35% da
sequéncia de nucleotideos. Além da divisdo em genétipos, 0 HCV ainda possui classificacdo
em 67 subtipos, com variacdo de cerca de 15% da sequéncia de nucleotideos entre si. Os
gendtipos do HCV e seus subtipos possuem uma distinta distribui¢cdo regional no mundo,
sendo possivel observar a predominancia de certos gendtipos em determinadas regides. Tal
observacao pode ser explicada por diversos fatores, dentre eles a migracdo humana, alteracdes
ambientais e evoluges virais (Bukh, 2016; Dennis et al., 2021; Messina et al., 2014; Roudot-
Thoraval, 2021).
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Figura 4 - Classificacdo do virus da hepatite C (HCV) em 7 gen6tipos principais e muitos subtipos. A
arvore de analise filogenética foi baseada na analise das sequéncias nucleotidicas das ORFs. A prevaléncia e a
distribuicdo geral séo indicadas para cada genétipo. Adaptado de Bukh, 2016.

O conhecimento sobre a distribui¢do dos gendtipos do HCV € de extrema importancia,
pois possui significantes implicacdes clinicas na eficacia do tratamento da hepatite C. De
maneira geral, estima-se que o gendtipo 1 seja mais frequente, seguido pelo genotipo 3 e
posteriormente pelos gendtipos 2, 4 e 6, respectivamente. Regionalmente, o gen6tipo 1 é mais
prevalente nas Américas, na Africa Central e na Europa, ja o gendtipo 2 na Africa Ocidental,
0 gen6tipo 3 no Sudeste e Sul da Africa, Norte da Europa e Sul da Asia, o genétipo 4 na
Africa Central e no Oriente Médio, o gendtipo 5 no Sul da Africa e na Asia, 0 gen6tipo 6 no
Sudeste da Asia e 0 gendtipo 7 na Africa Central (Bukh, 2016; Dennis et al., 2021; Gower et
al., 2014; Roudot-Thoraval, 2021).

No Brasil, dentre os 750.651 casos confirmados de hepatites virais no periodo de 2000
a 2022 (Figura 5A), o maior numero é atribuido a hepatite C, bem como a maior causa de
mortes (Figura 5B). Nesse mesmo periodo, foram reportados 298.738 casos de hepatite C,
com maior incidéncia identificada nas regibes Sudeste (58,3%), Sul (27,1%), Nordeste
(7,1%), Centro-Oeste (3,9%) e Norte (3,6%), respectivamente, com os estados de Sao Paulo e
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Rio Grande do Sul apresentando as maiores porcentagem dentre os estados brasileiros (Da
Silva et al., 2020, Hanus et al., 2015; Kretzer et al., 2014; Ministério da Satde, 2023).
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A) Taxa de incidéncia/deteccio de hepatites virais (por 100.000 habitantes) segundo agente etiologico e
ano de diagnaostico. Brasil, 2012 a 20224
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B) Distribuicao percentual dos obitos por causa basica e associada as hepatites virais segundo agente
etiologico. Brasil, 2000 a 2021
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Figura 5 — Taxa de incidéncia/deteccéo e 6bitos de hepatites virais (A, B, C e D) no Brasil ao longo dos
anos. Em (A) taxa de incidéncia/deteccao de hepatites virais por 100.000 habitantes considerando hepatite A, B e
C entre os anos de 2012-2022. Em (B) distribuicdo percentual dos oObitos por causa bésica e associada as
hepatites virais A, B, C e D entre os anos de 2000-2021. Adaptado de Ministério da Salde, 2023.
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1.3 Diagndstico e aspectos clinicos

As principais formas de contaminagdo estdo ligadas a reutilizacdo ou esterilizacdo
inadequada de equipamento médico, a transfusdo de sangue e hemoderivados e ao
compartilhamento de seringas e agulhas para utilizacdo de drogas injetaveis, enquanto a
contaminacdo por praticas sexuais de risco e transplacentérias s&o menos comuns (Dennis et
al., 2021; Roudot-Thoraval, 2021; World Health Organization, 2021).

Entretanto, as rotas de transmisséo variam com as mudancas nos ambitos econémico,
social e da saude. Por exemplo, a transmissdo por transfusdo de sangue e procedimentos
cirdrgicos tem sido a principal rota de transmissdo em diversos paises do mundo, exceto em
paises mais desenvolvidos, nos quais a esterilizacdo eficaz de materiais cirargicos e testes
para a identificacdo de HCV de doadores foram implementadas, permitindo a eliminacéo
destas rotas de transmissdo. A segunda principal rota de transmissdo ocorre entre a populacdo
que faz uso de drogas intravenosas e essa rota afeta tanto os paises mais desenvolvidos, sendo
a principal rota de infeccdo, quanto os menos desenvolvidos, embora alguns paises
industrializados estejam atualmente investindo em politicas de reducdo de danos para
diminuicdo do compartilhamento de agulhas e seringas (Dennis et al., 2021; Roudot-
Thoraval, 2021; Stasi et al., 2020).

Apds a contaminacao, o periodo de incubacédo da hepatite C pode variar de 2 semanas
a 6 meses e apenas 20% dos pacientes apresentam sintomas de fase aguda da doenca, o
restante sao assintomaticos ou apresentam sintomas ndo especificos da doenca. Os sintomas
principais incluem perda de apetite, fadiga, mal-estar e ictericia, enquanto alguns pacientes
conseguem eliminar a infecgdo dentro de seis meses, a maioria desenvolve uma infecgéo
crénica com elevado risco de morbidade e mortalidade (Dennis et al., 2021; Stasi et al., 2020;
World Health Organization, 2021).

Os pacientes com hepatite C cronica apresentam uma persistente inflamacéo no figado
e podem desenvolver hepatite aguda, cirrose e carcinoma hepatocelular. Além dessas
manifestacdes hepaticas, também podem ser observadas manifestagcdes extra-hepaticas, como
crioglobulinemia, glomerulonefrites, distdrbios na tireoide, diabetes mellitus e resisténcia a
insulina (Antonelli et al., 2008; Khatun; Ray, 2019; Kuna et al., 2019; Roudot-Thoraval,
2021).
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O diagndstico do HCV ocorre em duas etapas, a primeira através da realizacdo de um
teste sorologico, o ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), para identificacdo de
anticorpos anti-HCV, em caso de teste positivo, é necessaria a realizacdo do teste de reacdo
em cadeia da polimerase de transcrigdo reversa (RT-PCR), para identificar a presenca do
RNA viral (Dennis et al., 2021; Keikha et al., 2019; World Health Organization, 2021). Se
confirmada a infeccdo cronica pelo HCV, é necessaria a realizacdo de uma avaliacdo para
determinar o grau de lesdo hepatica e identificar qual o gendtipo do HCV responsavel pela
infeccdo para guiar as decisdes de tratamento da doenga (Gower et al., 2014; World Health
Organization, 2021).
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1.4 Imunopatogénese da infecc¢ao pelo HCV

O HCV é um virus que ndo apresenta efeito citopatico de maneira direta, mas a
resposta imunoldgica do hospedeiro contra o virus causa danos ao figado e induz uma
inflamacdo de longa duragdo. Dessa forma, ao se multiplicar no hepatdcito, o HCV &
responsavel por causar necrose celular através de uma citélise imunomediada, ligada tanto a
imunidade inata quanto a imunidade adaptativa, e inflamacdo mediada pelo metabolismo
celular, causando esteatose hepatica, estresse oxidativo e resisténcia a insulina (Antonelli et
al., 2007; Castaneda et al., 2021).

A autolimitacdo da infeccdo aguda pelo HCV é decorrente de uma forte resposta
multiespecifica dos linfocitos T CD4* e T CD8" contra os epitopos das proteinas virais,
entretanto, quando o hospedeiro ndo é capaz de eliminar o virus naturalmente, a infeccéo
torna-se cronica, caracterizando-se pela persisténcia viral. A persisténcia viral pode ser
atribuida a capacidade do virus para escapar a vigilancia imunologica por meio de mutagoes e
inibicdo de componentes do sistema imune inato como células dendriticas (DC) e células
natural killer (NK), pela disfuncdo dos linfocitos T e pelas proteinas virais do HCV
(Antonelli et al., 2007; Chigbu et al., 2019).

Durante a infeccdo aguda pelo HCV, o RNA viral é detectado em até duas semanas,
dando inicio a resposta imune inata e adaptativa. Padroes moleculares associados ao patdégeno
(PAMPSs) sdo reconhecidos por receptores do tipo RIG-I e receptores do tipo Toll, ativando
uma cascata que culmina com a liberacdo de proteinas antivirais, incluindo interferons. A
citélise dos hepatdcitos infectados é mediada por perforinas e granzimas secretadas pelos
linfocitos T citotoxicos (CTLs) e células NK e a secre¢cdo de interferon gamma (IFN-y),
realizada também por essas células, juntamente com o fator de necrose tumoral (TNF)
secretado por macréfagos, desempenham um papel crucial na eliminacdo do HCV das células

infectadas.

Por outro lado, algumas proteinas virais desempenham um papel importante na
persisténcia viral e evasdo do sistema imune do hospedeiro, sendo essenciais para a
patogénese do HCV. E o caso da proteina NS5A, cuja funcio esta relacionada a inibicdo da
via apoptoética celular, permitindo a replicagcdo viral. De maneira similar, a proteina do

capsideo (Core) e E1 inibem a maturacdo das células dendriticas, enquanto a proteina E2
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contribui para a evasdo do HCV do sistema imune. Esses fatores contribuem para que a

infeccdo progrida para a sua forma crénica (Castaneda et al., 2021; Chigbu et al., 2019).

Em uma infeccdo crénica pelo HCV, os hepatocitos sdo destruidos constantemente
pelos CTLs e células NK na tentativa de elimina¢do do virus, ocasionando um grande dano
hepatico que leva ao processo de fibrose e ao subsequente desenvolvimento de cirrose. A
cirrose, € resultado de um constante estimulo para regeneracdo do tecido danificado pela
citolise dos hepatdcitos, sendo caracterizada por uma inflamagdo cronica, substituicdo do
tecido hepatico por tecido fibroso e pelo acimulo excessivo de proteinas da matriz
extracelular, tais como fibras de coldgeno e células estreladas hepaticas (HSCs). As
complicacdes relacionadas a esse quadro incluem hipertensdo portal, disfuncdo hepatica,
carcinoma hepatocelular e distdrbios de coagulacdo (Chigbu et al., 2019; Khatun et al., 2019;
Nusrat et al., 2014; Pinzani et al., 2011).

Para o HCV, de maneira semelhante a outras infecgbes virais conhecidas, uma
resposta funcional multiespecifica das células T CD4" e T CD8" é essencial para a eliminagéo
do virus e a prevencdo da fase cronica da infec¢do. Diversos estudos sugerem que as células T
CD8" sdo as principais células efetoras antivirais, enquanto as células T CD4* desempenham
um importante papel no processo de eliminacéo viral. Entretanto, & importante destacar que as
células T CD8* especificas contra o0 HCV infiltram-se no figado apenas 6-8 semanas ap6s a
infeccdo e ndo produzem IFN-y na fase inicial da infec¢do. Durante as semanas iniciais da
infeccdo, a viremia € controlada relativamente pela resposta imune inata, como células NK e
interferons do tipo | e 11l (Chigbu et al. 2019; Shoukry et al., 2003; Kemming, Thimme e
Neumann-Haefelin 2020).

No contexto da resposta imune adaptativa, células T CD4* auxiliam na estimulacdo da
resposta das células T CD8", que ativa células apresentadoras de antigenos (APCs) e produz
citocinas importantes para o controle da multiplicacdo viral durante a fase aguda da doenca,
como IFN-y. As células T CD4" auxiliares ativadas podem ser divididas em dois subgrupos
funcionais com base nas citocinas que elas produzem. O subgrupo Th1l promove uma resposta
de imunidade mediada por células e pré-inflamatoria pela producéo de interleucina 2 (IL-2) e
IFN-y, enquanto o subgrupo Th2 promove uma imunidade mediada por anticorpos e uma
resposta mais regulatéria, suprimindo a resposta TH1, pela producdo de interleucina 4 (IL-4) e
interleucina 10 (IL-10). Dessa forma, diversos trabalhos sugerem que uma resposta das

células T CD4" sustentada promove a eliminacdo do HCV, enquanto uma perda de resposta
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dessas células promove a persisténcia viral, uma vez que impacta negativamente a
funcionalidade das células T CD8" (Brown et al. 2001; Chigbu et al. 2019; Diepolder et
al. 1996; Sofian et al., 2012).

Assim, sumariamente, ap6s a entrada do HCV no organismo do hospedeiro, o virus €
levado pela corrente sanguinea pela artéria hepética e a veia porta até o figado devido ao seu
tropismo pelos hepatdcitos, células permissiveis a multiplicacao viral. Ja no figado, o HCV
dard inicio ao seu ciclo de multiplicacdo para producdo de particulas virais infecciosas.
Durante a infeccdo aguda, as células NK atuam na tentativa de conter a multiplicacdo viral
por meio da eliminacdo das células infectadas, bem como pela produgédo de IFN-y que exerce
papéis importantes na atividade antiviral. Além disso, as particulas virais infecciosas
produzidas pelos hepatécitos infectados serdo liberadas e fagocitadas por células APCs,
responsaveis pelo processamento de antigenos virais e apresentacdo desses antigenos via
MHC-I1I para as células T CD4", além de, assim como as células NK, produzir IFN-y para
controle da infec¢do (Figura 6) (Heim, 2013; Rana, Chawla e Arora 2013).

Em seguida, essas células T CD4" ativadas podem se diferenciar entre os subgrupos
Th2, cujas citocinas produzidas, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, estimulam a producao de anticorpos
pela ativacdo de células B e Thil, cujas citocinas IFN-y ¢ TNF-a, estimulam uma resposta
antiviral inflamatéria. Enquanto isso, as células T CD8", estimuladas pelo IFN-y presentes no
microambiente do figado, reconhecem peptideos apresentados via MHC-I por hepatocitos
infectados e atuam eliminando essas células (Figura 6) (Heim, 2013; Rana, Chawla e Arora
2013).
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Figura 6 — Resposta imune a infeccdo aguda pelo HCV. Apds a infeccdo das células do figado, os
hepatécitos, pelo HCV, particulas virais sdo processadas e seus peptideos apresentados pelos hepatocitos via
MHC-I para células T CD8+ que irdo destruir as células infectadas e por APCs via MHC-II para as células T
CD4*. As células T CD4" efetoras entdo se diferenciam em dois subgrupos: Th2, que produz IL-4, IL-5, IL-9
e IL-13, e estimulam a producao de anticorpos pela ativacao de células B e Thl, que produz de IFN-y ¢ TNF-
o, € exercem atividade antiviral, contribuindo também para a ativacdo dos CTLs responsaveis pela destruicéo
dos hepatécitos infectados. APCs e células NK também produzem citocinas, principalmente IFN-y,
contribuindo ainda mais para atividade antiviral. Elaborado pela autora, 2023.

Na infec¢do pelo HCV, as citocinas IFN-y e IL-4 sdo importantes ndo s6 para a
diferenciacdo entre Thl e Th2, respectivamente, como também para determinar a ocorréncia
ou ndo de uma infeccdo crénica (Chigbu et al. 2019). Sabe-se que 0 IFN-y ¢ essencial para o
controle de infeccdes virais, uma vez que tem uma atividade antiviral direta e estabelece uma
conexao entre resposta imune inata e adaptativa, contribuindo para a diferenciacédo das células
T CD4" e T CD8". Além de contribuir para a diferenciacdo de células T, responsaveis pelo
clearance viral, 0 IFN-y atua controlando a multiplicagdo do HCV de maneira ndo citolitica,
impedindo a penetracao do virus nos hepatdcitos e replicagdo do RNA. Assim, uma expressao
maior de IFN-y ja foi diversas vezes relacionada com a autolimitacdo da infeccdo (Edlich et
al. 2011; Frese et al. 2002; Whitmire, Tan e Whitton, 2005).

Ja a IL-4 é uma citocina multifuncional que controla o crescimento celular, incluindo
células do sistema imune, e € responsavel por manter respostas reguladoras e anti-

inflamatorias por meio da inibicdo da ativacdo de células Thl. Essa citocina ja foi descrita
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como tendo propriedade de induzir a diferenciacdo de células T para o subgrupo Th2 e de
aumentar a sintese de colageno por células do figado em estudos in vitro, exercendo assim um
papel crucial na fibrogénese hepatica. Além disso, IL-4 geralmente é encontrada aumentada

em pacientes com infecgdo cronica pelo HCV (Batsaikhan et. al 2019; Lee et al. 2015).

1.4.1 Apresentacdo dos peptideos virais via MHC

Para que a resposta de linfocitos T tenha inicio, € necessario que essas células sejam
ativadas via interacdo entre o receptor de células T (TCR) e sequéncias peptidicas virais
apresentadas por moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), que séo
divididas em duas classes: MHC de classe | (MHC-I) e MHC de classe 1l (MHC-II)
(Wieczorek et al., 2017). Os haplétipos de MHC estdo localizados no brago curto do
cromossomo 6, em uma regido conhecida como a regido mais variavel do genoma humano e
recebe 0 nome de sistema de antigenos leucocitarios humano (HLA) (Fabreti-Oliveira et al.,
2014).

O MHC de classe | e 0 MHC de classe Il possuem estruturas e fungbes muito
semelhantes, porém apresentam particularidades importantes. As moléculas de MHC-II so
responsaveis pela apresentacdo de peptideos obtidos de patgenos extracelulares obtidos pela
via fagocitica as células T CD4" e estdo presentes em células apresentadoras de antigenos
(APCs), tais como células dendriticas, macréfagos e células B. Sua estrutura &€ composta por
duas cadeias polipeptidicas ndo covalentemente associadas denominadas de cadeia o e cadeia
B e formadas por dois dominios cada (al e a2, Bl e p2). Os dominios al ¢ Bl interagem de
maneira a formar uma fenda de ligacdo do peptideo, comportando sequencias com tamanho
entre 13 a 25 aminoacidos (Figura 7A) (Abbas et al., 2019; Wieczorek et al., 2017).

J& as moléculas de MHC-I estéo presentes em todas as células nucleadas (com excecao
de neurdnios) e sdo responsaveis pela apresentacdo de peptideos derivados de patégenos
intracelulares. Apds o processamento de antigenos da via endocitica, células expressando
MHC-1 ja acoplado a peptideos virais realizardo a apresentacdo dos epitopos as células T
CD8*, induzindo sua ativagdo. A estrutura do MHC-1 é composta por duas cadeias
polipeptidicas ligadas de forma néo covalente, sendo uma cadeia o formada por trés dominios

(o1, 02 e 03) e uma subunidade ndo codificada no MHC e chamada de 2 microglobulina
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(B2m). No caso do MHC-I, os dominios al ¢ a2 formam a fenda de ligacdo do peptideo,

comportando sequéncias entre 9 a 11 aminoacidos (Figura 7B) (Wieczorek et al., 2017).
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Figura 7 — Estrutura do MHC de classe 1l e do MHC de classe I. Em (A) a estrutura do MHC de classe 11
composta por duas cadeias polipeptidicas, a cadeia a com dois dominios (al e 02) e a cadeia p também com dois
dominios (B1 e p2), com a fenda de ligacdo nos dominios ol e B1. Em (B) a estrutura do MHC de classe |
composta por duas cadeias polipeptidicas, a cadeia com trés dominios (al, a2 e o3) e a cadeia de [-
microglobulina (B;m), com a fenda de ligagéo entre os dominios al e 02. Adaptado de Promocell, 2019.

A apresentacdo de peptideos aos linfécitos T CD8" via MHC-I desempenha um papel
essencial na imunidade antiviral, uma vez que proporciona a ativacdo dessas células e
diferenciacdo em CTLs, auxiliando na eliminacdo das células infectadas pelo virus (Hansen;
Bouvier, 2009; Xia et al., 2019). O processamento das proteinas virais come¢a com a
protedlise de sequéncias maiores em peptideos lineares de 9 a 11 aminoacidos pelo
proteassoma no citoplasma. Em seguida, esses peptideos sdo translocados por meio do
transportador associado a apresentacdo de antigenos (TAP), composto pelas subunidades
TAP1 e TAP2, para o limen do reticulo endoplasmatico (ER), onde serdo acoplados as
moléculas de MHC-I, formando o complexo peptideo-MHC-1 (pMHC-1) com o auxilio da
proteina tapasina. O pMHC-I sdo transportados via complexo de Golgi para a superficie
celular, onde ficaram disponiveis para a interacdo com o TCR das células T CD8*. Na
auséncia de peptideos, as moléculas de MHC-1 s&o estabilizadas por chaperonas do ER, como
calreticulina e ERp57, e na presenca de peptideos as chaperonas séo liberadas para a formacéo
dos complexos pMHC-I (Figura 8) (Neefjes et al., 2011; Hansen; Bouvier, 2009).
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Figura 8 — Processamento antigénico para apresentacdo via MHC-1. Primeiro, a proteina dobrada é clivada
no proteassoma em peptideos e em seguida esses peptideos sdo translocados pela proteina TAP, composta pelas
subunidades TAP1 e TAP2, para o limen do ER. Na auséncia de peptideos, as moléculas de MHC-I sao
estabilizadas pelas chaperonas ERp57 e calreticulina e na presenga de peptideos essas chaperonas liberam as
moléculas de MHC-I para a formagdo do complexo pMHC-1 com o auxilio da proteina tapasina. Adaptado de
Hansen; Bouvier, 2009.

Estudos prévios ja demonstraram que alguns haplo6tipos de MHC-I induzem uma resposta
protetora relacionada a resolucao espontanea da infec¢do pelo HCV e a diminuigédo do escape
viral da resposta de células T, como 0 HLA-B27 e HLA-B57 (Neumann-Haefelin et al., 2013;
Rao et al., 2015; Schmidt et al., 2012). De maneira analoga, haplétipos como HLA-A1L,
HLA-A2, HLA-A3 e HLA-B7 podem estar envolvidos na progressdo da doenca e no
desenvolvimento de HCC em pacientes com HCV (Yue et al., 2013). O entendimento destes
processos e o repertorio de peptideos capazes de induzir resposta protetora tem sido alvo de
investigacao dentro do contexto das infeccOes virais, no entanto, muitas lacunas ainda existem

dentro desta perspectiva.
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1.5 Abordagens terapéuticas

A infeccdo pelo HCV nem sempre requer tratamento, uma vez que a resposta
imunoldgica de uma parcela dos infectados sera capaz de eliminar a infeccdo naturalmente.
Porém, se a infeccdo pelo HCV se torna cronica, € necessario iniciar o tratamento (World
Health Organization, 2021).

A terapia com interferon (IFN) foi utilizada por mais de 20 anos devido as
propriedades antivirais e imunoestimulatérias dessa citocina. O interferon era utilizado em
associacdo com uma molécula de polietilenoglicol (PEG) e injetado via subcutanea
semanalmente. O PEG-IFN era utilizado em conjunto ao antiviral ribavirina, um analogo de
guanosina, para melhorar a eficacia do tratamento, entretanto, essa combinacdo apresentava
muitos efeitos colaterais como neutropenia, trombocitopenia e anemia hemolitica (Castaneda
et al., 2021; Parlati et al., 2020). Atualmente, a OMS recomenda a terapia com antivirais de
acdo direta (DAAS) para pessoas com mais de 12 anos de idade. Os DAAs podem apresentar
eficacia de até 98% com tratamento de curta duracao (entre 12 a 24 semanas) dependendo do
grau de leséo hepatica, no entanto, esses medicamentos apresentam taxa de falha de cerca de 5
a 10% (World Health Organization, 2021).

Os DAAs foram aprovados inicialmente em 2011 e além da elevada eficécia,
apresentam alta tolerdncia do paciente, boa taxa de depuracdo e uma curta duracdo do
tratamento. Para a escolha do melhor tratamento é necessario avaliar as condi¢Ges do
paciente, o estado de cirrose, se ha coinfeccdo com outras doencas, em particular com o HIV,
e realizar testes de genoétipo do virus e de sensibilidade aos farmacos (Dennise et al., 2021;
Keikha et al., 2019). Os DAAs inibem a replicacdo do HCV agindo diretamente na protease

3

NS3/NS4, cujos inibidores possuem sufixo “-previr”’, na proteina NS5A, cujos inibidores

3 (13

possuem sufixo “-asvir” e na polimerase NS5B, cujos inibidores terminam com “-buvir”
(Figura 9). Dessa forma, a terapia com DAAs para 0 HCV € considerada um dos melhores
exemplos no tratamento de infecgOes virais, contribuindo para a erradicagdo global do HCV

(Castaneda et al., 2021; Martinez; Franco, 2020; Parlati et al., 2020).
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Figura 9 — Alvo dos DAAS e seus respectivos inibidores. Os inibidores da protease NS3/NS4 com o sufixo
“-previr”, inibidores da NS5A com o sufixo “-asvir” e inibidores da polimerase NS5B com o sufixo “~buvir”.
Adaptado de Parlati et al., 2020.

O objetivo do tratamento do HCV é curar os doentes por meio da erradicacédo do virus
HCV tendo como alvo seu genoma. Assim, 0 sucesso terapéutico € medido via deteccdo de
RNA viral, e sua auséncia apds o término do tratamento classifica a resposta virologica
sustentada (RVS). Aproximadamente 99% dos infectados que atingem a RVS ap0s tratamento
com DAAs permanecem sem infec¢do pelos proximos 5 anos. O tratamento estd associado a
taxas reduzidas de carcinoma hepatocelular (HCC), morbidade e mortalidade hepatica. Porém,
a disponibilidade e o acesso aos DAAs no mundo diferem em funcdo do rendimento
econdmico dos paises devido ao custo muito elevado dos farmacos. Por exemplo, paises de
baixo rendimento econbmico possuem pouco acesso ou Nao sdo registrados para 0 acesso aos
DAAs, enquanto paises de alto rendimento possuem acesso aos medicamentos, apesar do alto
custo para a populacdo. No entanto, alguns paises possuem estratégias para tentar maximizar
0 acesso a esses medicamentos. O Egito e o Paquistdo, por exemplo, produzem DAAS
genéricos, a um custo menor, enquanto no Japdo, Estados Unidos e Europa, a competicao
entre as empresas produtoras dos farmacos faz com que 0s pre¢cos sejam mais acessiveis
(Dennis et al., 2021; Martinez; Franco, 2020). Os DAAs ndo sdo produzidos no Brasil, sendo
assim necessaria a importacao destes medicamentos a precos muito elevados, cerca de 1.000 a

24.890 dolares por tratamento (Andrieux-Meyer et al., 2015).
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Além do alto custo dos DAAs, outra questdo acerca da utilizacdo desses
medicamentos para o tratamento da hepatite C é a taxa de falha, que pode variar de 5-10%
devido a resisténcia do HCV aos antivirais e consequente escape viral (Serre et al., 2016).
Isso ocorre devido a pressdo seletiva no contexto terapéutico da utilizacdo dos antivirais e
mutacles do virus, favorecendo o aparecimento de variantes resistentes. Nesse contexto, a
selecdo de variantes de aminoacidos associadas a resisténcia (RAVS) € motivo de grande
preocupacao no tratamento da hepatite C, uma vez que a RNA polimerase RNA dependente
viral possui uma alta capacidade replicativa, porém ndo tem atividade revisora, permitindo a
geracdo de um alto nimero de variantes. Ademais, é importante destacar que o nimero de
alteracdes nucleotidicas varia entre os genotipos e subtipos do HCV, sendo alguns mais
susceptiveis ao surgimento de novas variantes e de resisténcia ao tratamento com os DAAS
(Vermehren et al., 2012; Welsch et al., 2012). Atualmente, tem-se observado para todos os
genotipos do HCV substituicdes de aminoacidos principalmente na protease NS3, sendo um

hotspot para o surgimento de novas variantes virais (Pham et al., 2019; Serre et al., 2016).

Embora os fatores relacionados ao genoma viral desempenhem um fator chave na
resisténcia ao tratamento, fatores relacionados ao hospedeiro também contribuem de maneira
significativa para a falha do tratamento. Por exemplo, o estado de fibrose do paciente no
inicio do tratamento pode influenciar na resposta imune contra 0 HCV e na entrega das drogas
nas células alvo do figado (Pawlotsky, 2011; Vermehrenet al., 2012). Dessa forma, é
possivel afirmar que a resisténcia esta geralmente associada a um escape viral marcado por
uma rapida recuperacdo dos niveis de replicacdo viral anteriores ao tratamento, quando as
substituicfes de aminoécidos conferem um elevado nivel de resisténcia sem afetar o fitness
viral na presenca do medicamento (Pawlotsky, 2011). Assim, estudos sugerem que a melhor
forma de evitar o aparecimento de mutacdes associadas a resisténcia € a supressdo viral
rapida, que pode ser realizada atraveés da combinacdo de varios DAAs com diferentes

mecanismos de agéo e resisténcia cruzada (Vermehren et al., 2012; Welsch et al., 2012).

1.6 Abordagens profilaticas e vacinas

Considerando o grande numero de pessoas infectadas pelo virus da hepatite C, a
disseminacdo de abordagens profilaticas se faz extremamente importante. Entre elas, o
principal meio de prevencdo é evitar o contato com o sangue e hemoderivados infectados, e

evitar comportamentos de risco como compartilhamento de seringas e agulhas, bem como a
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pratica de sexo sem preservativo. Além disso, o desenvolvimento de programas de rastreio
dos infectados, a acessibilidade aos medicamentos e estratégia de tratamento eficazes também
desempenham papel crucial para reduzir a transmissdo do HCV enquanto ainda ndo se tem

uma vacina contra a hepatite C (Manns et al., 2017).

Atualmente, ainda ndo existe uma vacina contra 0 HCV, principalmente devido a falta de
incentivo econémico, a significativa variabilidade e diversidade genética viral, a capacidade
do virus de escapar do sistema imune, a escassez de modelos de ensaio in vitro e in vivo,
auséncia de dados acerca de determinantes imunoldgicos ligados a depuracéo e persisténcia
viral e imunidade protetora, e ao fato de que uma infeccdo priméaria pelo HCV ndo induz
protecdo contra reinfeccdo (Castaneda et al., 2021; Dennis et al., 2021; Echeverria et al.,
2021; Martinez; Franco, 2020).

Nesse contexto, a grande variabilidade genética do HCV é o principal fator limitante para
0 desenvolvimento de uma resposta imune das células T eficaz e para a producdo de
anticorpos neutralizantes por plasmacitos, dificultando ainda mais o desenvolvimento de
imunizantes eficazes contra o virus. Sabe-se que as células T CD8" especificas contra o virus
sdo as principais células efetoras na infeccdo pelo HCV e a diminuicdo de suas fungdes tem
impacto direto na progressdo da doenca. Tal redugcdo pode ser atribuida ndo apenas aos
mecanismos de espace imunolégico do virus, como também a exaustdo das células T. A
exaustdo das células T é uma consequéncia da estimulacdo crdnica por antigenos virais e é
caracterizada por um estado de profunda perda de funcdes efetoras dessas células,
contribuindo para a persisténcia viral. J& o escape viral ocorre devido ao genoma do HCV ser
altamente mutavel, como abordado no tépico de resisténcia aos DAAs, contribuindo para o
surgimento de novas variantes virais com mutacGes que permitem um reconhecimento
deficiente dos epitopos pelo TCR e consequente uma resposta de células T deficiente
(Thimme, 2021).

Contudo, diversos estudos clinicos estdo sendo desenvolvidos utilizando abordagens
tradicionais para o desenvolvimento de imunizantes contra o HCV, como por exemplo,
vacinas de virus inativado e vacinas de virus atenuado. Adicionalmente, plataformas como
vacinas de DNA, vacinas de subunidades e vacinas de virus recombinante também vem sendo
exploradas (Echeverria et al., 2021). Atualmente, as vacinas em desenvolvimento para 0 HCV
encontram-se em diferentes estagios de pesquisa. Na fase de avaliagdo in vitro encontram-se

uma vacina com tecnologia de virus atenuado utilizando a linhagem JFH-1 e outra com
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tecnologia de RNA mensageiro (mMRNA), que codifica a proteina C do HCV. Na fase pré-
clinica encontra-se um imunizante com tecnologia de virus inativado, utilizando a linhagem
JFH-1 inativada por radiacdo UV e uma vacina utilizando virus-like particles (VLPSs). Ja na
fase clinica encontra-se uma vacina utilizando a tecnologia de vetor viral expressando as
proteinas NS3 e NS5B, uma de DNA expressando as proteinas NS3, NS4A, NS4B e NS5A,
um imunizante de peptideos sintéticos das proteinas C, E1, E2, NS3 e NS4, e um de
subunidades recombinantes utilizando o heterodimero E1-E2. Porém, todos esses estudos
enfrentam desafios para o desenvolvimento de uma vacina eficaz e segura contra a hepatite C
(Echeverria et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

Ha décadas a hepatite C é considerada uma pandemia silenciosa, uma vez que mesmo com
seu grande impacto em diversos paises e apesar de ser responsavel por 71 milhdes de pessoas
cronicamente infectadas, 350 mil mortes anualmente e 1,75 milhdes de novas infecgdes por
ano, ainda é negligenciada globalmente principalmente em relacdo ao diagndstico,
transmisséo e tratamento. No ano de 2016, a OMS definiu estratégias para a eliminacdo do
HCV até 2030 compostas por etapas como promover conscientizacao, prevenir a transmissao
e melhorar servigos de rastreio, cuidados e tratamento, no entanto ainda ha um longo caminho

a ser percorrido para que isso seja alcangado.

O tratamento da hepatite C com DAAs é muito eficiente, contudo, ele também apresenta
limitacbes dentre elas a resisténcia aos medicamentos, a ndo erradicacdo do risco de
desenvolvimento de cancer de figado, a incapacidade de impedir reinfeccéo e principalmente
0 custo muito elevado dos medicamentos. Em diferentes paises o custo dos DAASs pode variar
de 1.000 a 24.890 doblares por tratamento, enquanto os gastos do Brasil com medicamentos
para a hepatite C podem chegar a cerca de 950 milhdes de reais por ano. Além disso, é
importante destacar que ainda ndo existe uma vacina contra 0 HCV devido a inimeras
barreiras para o seu desenvolvimento, dentre elas principalmente a escassez de modelos in
vitro e in vivo adequados, a grande variabilidade e diversidade genética viral e os processos de

escape viral e exaustdo de células T caracteristica da infeccéo.

A apresentacdo de epitopos pelo MHC de classe | € essencial para uma resposta imune T
CD8" antiviral especifica, durante a exposicdo ao HCV, entretanto, alguns epitopos
denominados epitopos imunodominantes, quando apresentados sdo capazes de se ligarem
mais avidamente ao MHC-I e estimular uma resposta imune mais robusta quando comparados
a outros epitopos. Dessa forma, a identificacdo desses epitopos imunodominantes € de
extrema importancia na avaliacdo da resposta imune e para desenvolvimento de vacinas e
novas abordagens terapéuticas. Nesse contexto, a predi¢do de epitopos utilizando ferramentas
de bioinforméatica desempenha um papel valioso na identificacdo desses epitopos

imunodominantes.

Assim, a realizacdo de uma avaliacdo in silico dos epitopos preditos restritos ao HLA-
A*02:01, um dos hapl6tipos mais encontrados na populacdo brasileira, para 0 HCV

juntamente com a andlise in vitro de peptideos imunodominantes do HCV utilizando a
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metodologia PEPperCHIP© poder4d fornecer informagfes importantes acerca do
desenvolvimento da resposta imune celular, além de auxiliar no desenvolvimento de vacinas e

possibilitar o desenvolvimento ou aprimoramento de estratégias terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar, utilizando estratégias in silico e in vitro, padrées peptidicos imunodominantes

do virus da hepatite C restritos ao HLA do tipo I.

3.2 Objetivos Especificos

1. Realizar a predicdo in silico de peptideos restritos ao HLA-A*02, derivados da
poliproteina do HCV e seus diferentes gendtipos;

2. Avaliar o potencial de inducdo de producdo de citocinas e analise de propriedades
fisico-quimicas dos peptideos restritos ao HLA-A*02:01 de HCV e seus diferentes
genétipos;

3. Desenvolver um sistema baseado em microarranjo de peptideos como ferramenta para
a triagem in vitro de sequéncias de aminoacidos imunodominantes reativas ao HLA-
A*02:01;

4. Mapear os epitopos imunodominantes ao longo da poliproteina viral;

5. Correlacionar os resultados de afinidade dos peptideos selecionados nas analises in

silico e in vitro.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxograma da estratégia metodologica

43

O fluxograma a seguir (Figura 10) sumariza as etapas metodoldgicas de avaliagdo in

silico e in vitro dos peptideos preditos derivados dos sete gendtipos do HCV.

HCV HCV
Genotipo 1 Genotipo 7

10 subtipos 11 subtipos
15 sequénc'las 22 sequéncias

—-3s equeru._r
1

1j — 1 sequénciz k- equeru.
1k = 1 sequéncis 2l-2= equer\_\.
2m—1 sequéncic

5 subtipos
3 sequéncias

35— 4 sequencios
3b— 2 sequéncios
3d - 1 sequénds
3& -1 sequénciz
3h - 1 sequénds
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Figura 10 — Fluxograma contendo as etapas da metodologia para avaliagcdo dos peptideos preditos in silico e
in vitro dos sete genotipos de HCV e seus subtipos.

4.2 Ferramentas de bioinforméatica

4.2.1 NetCTL-1.2

PredicGes confiaveis de epitopos CTLs sdo essenciais para o desenvolvimento de vacinas

e podem minimizar o esforco experimental necessario para identificacdo desses epitopos.

Dessa forma, para a predicao in silico de peptideos do HCV foi utilizado o servidor NetCTL-

1.2, uma ferramenta baseada desenvolvida para prever epitopos de CTL humanos em
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qualquer proteina. Esse servidor integra trés parametros de predicédo: a afinidade do peptideo
ao MHC-1 (pMHC-I1), o potencial de clivagem do peptideo e a capacidade de transporte do
peptideo para o reticulo endoplasmatico via transportador associado ao processamento de
antigeno (TAP). A afinidade pMHC-I é predita utilizando redes neurais como descrito para
outro servidor, o0 NetMHC, o potencial de clivagem é predito utilizando a versdo de redes
neurais do servidor NetChop treinadas em porc¢des C terminais de epitopos CTL conhecidos,
conforme descrito para o servidor NetChop-3.0 e a capacidade de transporte via TAP é predita
utilizando o método baseado na matriz de pesos descrito por Peters et al., 2003 (Larsen et al.,
2007).

Assim, os scores dos trés métodos de previsdo individuais sdo integrados em uma soma
ponderada com um peso relativo na afinidade peptideo/MHC de 1. Diferentes limiares para o
score integrado podem ser traduzidos em valores de sensibilidade/especificidade, por
exemplo, scores iguais ou maiores que 0,75 possui sensibilidade de 0,80 e especificidade de
0,970. Quando comparado a outros softwares de predicdo de epitopos de CTLs como EpiJen,
MAPPP, MHC-pathway e WAPP, 0 NetCTL-1.2 possui um desempenho de predicao superior
a todos eles (Larsen et al., 2007).

4.2.2 Immunogenicity

As células T devem reconhecer peptideos apresentados nas moléculas MHC para serem
ativadas e desencadearem suas func@es efetoras. Varios estudos ja demonstraram que alguns
peptideos sdo mais imunogénicos do que outros e, assim, mais susceptiveis a serem epitopos
de células T. Nesse contexto, sabe-se que identificacdo de epitopos € fundamental para o
estudo e compreensdo das respostas imune celulares e é de grande importancia para o

desenvolvimento de vacinas (Calis et al., 2013).

Para o desenvolvimento do servidor Immunogeniticy, um grande conjunto de dados que
descrevem a imunogenicidade dos peptideos apresentados via moléculas de MHC-1 foi
analisado. Essa analise mostrou que as posi¢cbes P4-6 de ancoragem de um peptideo
apresentado ao MHC sdo mais importantes para a imunogenicidade e que alguns aminoacidos,
especialmente aqueles com cadeias laterais grandes e aromaticas, estdo associados a
imunogenicidade. Assim, essas informacdes foram combinadas num modelo simples utilizado
para prever a imunogenicidade de peptideos reconhecidos pelo MHC-I. Para isso, esse
modelo foi validado com dados de dois estudos independentes de descoberta de epitopos
(Calis et al., 2013).
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4.2.3 Unipro UGENE

O Unipro UGENE é um software de codigo aberto que integra ferramentas de
bioinformatica amplamente utilizadas numa Unica interface e fornece mddulos de visualizacdo
para objetos bioldgicos, tais como sequéncias gendmicas, dados de sequenciamento de nova
geracdo (NGS), alinhamentos de sequéncias multiplas, arvores filogenéticas e estruturas 3D.
A maioria dos algoritmos integrados sdo ajustados para um desempenho méaximo através da
utilizacdo de leituras multiplas e instrugdes especiais do processador. Esse software é ideal
para aqueles pesquisadores sem grande experiéncia em bioinformatica analisarem seus dados
(Okonechnikov et al., 2012).

4.2.4 WebLogo3

Para avaliar a frequéncia de aminoacidos nas sequéncias de peptideos preditas e reativos
foi utilizado o servidor WebLogo3 para obtencdo de um logotipo dessas sequéncias. Um
logotipo de sequéncia € uma representacdo grafica de um alinhamento de sequéncias
multiplas de aminodcidos ou 4&cidos nucleicos. Esse logotipo concentra as seguintes
informag6es em um Unico gréafico: o consenso das sequéncias, a ordem de predominéncia dos
residuos em cada posicdo, as frequéncias relativas de cada residuo em cada posicdo e a
quantidade de informacdo presente em cada posicdo da sequéncia, medida em bits. Esse
servidor ja& foi utilizado em diversas publicacGes cientificas, sendo assim uma ferramenta

amplamente utilizada (Crooks et al., 2004; Schneider; Stephens, 1990).

4.2.5 IFNepitope

Células T e células NK s&o as principais produtoras de IFN-y, importante citocina para a
diferenciacdo de células T e controle de infeccdes virais. Na infeccdo pelo HCV, o IFN-y atua
controlando a multiplicacdo do HCV e esta relacionada com a autolimitacdo da infeccao.
Sabe-se que para o desenvolvimento de uma vacina a identificacdo de ligantes de MHC
capazes de induzir a producdo dessa citocina é essencial, assim, para avaliar a inducdo de
IFN-y pelos peptideos preditos foi utilizado o servidor IFNepitope. Esse servidor foi a
primeira ferramenta desenvolvida para predi¢ao de epitopos indutores de IFN-y e possui uma

alta precisdo em sua predi¢édo (Dhanda et al., 2013a).

O algoritmo desse servidor se baseia em trés métodos: métodos baseados em maquinas de
vetores de suporte (support vector machine - SVM), métodos baseados em motivos (Motif) e

método hibrido que combina os métodos SVM e Motif. Nesse trabalho, utilizamos o método


https://alum.mit.edu/www/toms/sequencelogo.html
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SVM e, para o desenvolvimento desse método, o servidor utilizou o software SVM_Light. As
caracteristicas principais utilizadas para treinar e testar esse método foi a composicdo de
residuos dos peptideos, incluindo a composicdo de aminoacidos e de dipeptideos. Esse
método j& demonstrou anteriormente um grande potencial para predi¢éo de sitios de clivagem
constitutivos e do imunoproteassoma em sequéncias antigénicas, sendo capaz de reconhecer
mais de 84% dos sitios de clivagem (Bhasin et al. 2005; Dhanda et al., 2013a).

4.2.6 IL4pred

Em células T com o fendtipo Th2, IL-4 € a principal citocina secretada e possui funcdes
reguladoras e anti-inflamatorias por meio da inibicdo da ativacdo de células Thl. Na infeccédo
pelo HCV, a presenca de grandes quantidade de IL-4 estd associada a pacientes com hepatite
C cronica. Para avaliar a inducdo de IL-4 pelos peptideos preditos e obter as caracteristicas
fisico-quimicas desses epitopos foi utilizado o servidor IL4pred, uma ferramenta capaz de
predizer peptideos indutores de IL-4 com boa eficicia. Esse servidor utiliza 0 método SVM e
considera diversos fatores para a realizacdo da predi¢do: composicdo de aminoacidos,
composicdo de dipeptideos, propensdo de aminoacidos e propriedades fisico-quimicas
(Dhanda et al., 2013b).

4.2.7 ProtScale

O ProtScale ¢ um software que permite o calculo e a representacdo grafica do perfil
produzido por qualquer escala de aminoacidos numa proteina selecionada. Esse software pode
ser utilizado com 50 escalas predefinidas introduzidas a partir da literatura. Os valores da
escala para os 20 aminoacidos, bem como uma referéncia da literatura, sdo fornecidos no
ExXPASy para cada uma destas escalas. Para gerar dados para um grafico, a sequéncia de
proteinas é analisada com uma janela de um determinado tamanho. Em cada posicéo, o valor
médio da escala dos aminoacidos dentro dessa janela é calculado, e esse valor é representado
no ponto medio da janela. No nosso trabalho, utilizamos a escala de Kyte & Doolittle, a escala
mais amplamente utilizada para a deteccdo de regides hidrofébicas em proteinas (Kyte &
Doolittle, 1982; Wilkins et al., 1999).

4.2.8 Cytoscape
O Cytoscape € um software de fonte aberta para integracdo em grande escala de dados de
redes de interacdo biomolecular com dados de expressdo de elevado rendimento e outros

estados moleculares num quadro conceitual unificado. Os estados dindmicos das moléculas e
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das interacdes moleculares sdo tratados como atributos dos nos e das bordas, enquanto 0s
dados hierarquicos estaticos sdo tratados por anotagdes. Esse software apresenta as
caracteristicas basicas, como a disposi¢do da rede e o mapeamento dos atributos dos dados

para a visualizacdo das diferentes propriedades (Shannon et al., 2003).

4.3 Analises in silico para predicdo de epitopos restritos ao HLA-A*02

A coleta do conjunto de dados foi realizada na plataforma do NCBI Nucleotide
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/), com aquisi¢do de sequéncias poliproteicas dos 7

gendtipos do HCV e alguns de seus subtipos (Tabela 1).

Tabela 1 — Tabela contendo os 7 genétipos e 32 subtipos do HCV utilizados para as analises com 0s

respectivos ID das sequéncias do NCBI Nucleotide.

Genotipo/Subtipo do HCV

ID das sequéncias

Genotipo 1 subtipo 1a

EU781819.1, EU781814.1 e EU781816.1

Genotipo 1 subtipo 1b

EU781825.1, EU781827.1 e EU781826.1

Gendtipo 1 subtipo 1c

KC844047.1 e KJ439767.1

Gendtipo 1 subtipo 1d KJ439768.1
Gendtipo 1 subtipo 1e KJ439769.1
Genotipo 1 subtipo 1g KJ439770.1
Gendtipo 1 subtipo 1h KJ439771.1
Gendtipo 1 subtipo 1i KJ439772.1
Gendtipo 1 subtipo 1j KJ439773.1
Gendtipo 1 subtipo 1k KJ439774.1

Genotipo 2 subtipo 2a

NC_009823.1, AF169005.1 e AF169002.1

Gendtipo 2 subtipo 2b

KC967477.1, KM349851.1

Gendtipo 2 subtipo 2¢ KC967479.1
Gendtipo 2 subtipo 2d JF735114.1
Gendtipo 2 subtipo 2e JF735120.1
Genotipo 2 subtipo 2f KC844050.1

Gendétipo 2 subtipo 2i

KC197229.1, KC197230.1 e KC197231.1

Gendétipo 2 subtipo 2j

HM777359.1, JF735113.1, KC197233.1 e KC197232.1

Gendtipo 2 subtipo 2k KC197234.1
Genotipo 2 subtipo 2I KC197235.1 e KC197240.1
Genotipo 2 subtipo 2m JF735111.1

Gendtipo 3 subtipo 3a

NC_009824.1, GQ275355.1, JQ717260.1 e JQ717259.1
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Genotipo 3 subtipo 3b KJ470616.1 e D49374.1
Genotipo 3 subtipo 3d KJ470619.1

Gendtipo 3 subtipo 3e KJ470618.1

Gendétipo 3 subtipo 3h JF735126.1

Gendtipo 4 subtipo 4a NC_009825.1 e JF735137.1
Genotipo 4 subtipo 4b FJ025856.1 e FJ025854.1
Gendtipo 5 subtipo 5a NC_009826.1, KC844046.1 e Y13184.1
Genotipo 6 subtipo 6a DQ480524.1, DQ480512.1 e Y12083.1
Gendétipo 6 subtipo 6b NC_009827.1

Gendtipo 7 subtipo 7a NC_030791.1 e EF108306.2

Todas as sequéncias coletadas foram utilizadas para a predigdo de epitopos no servidor
NetCTL 1.2 (https:/services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetCTL-1.2). Foram preditos

epitopos de 9 aminoacidos com restricdo a um dos MHC-I de maior prevaléncia na populagéo
brasileira, o HLA-A*02 (Fabretti et al., 2014), considerando a afinidade pMHC-I, o potencial
de clivagem do peptideo e a capacidade de transporte do peptideo para o reticulo
endoplasmatico via TAP (Larsen et al., 2007). A combinacdo dos valores referentes a esses
trés parametros (score combinado) foi utilizada para a selecao de peptideos imunodominantes.
Apenas sequéncias com valores de score combinado superiores a 0,75 foram considerados
epitopos putativos para células T CD8" e mantidos para analises adicionais. Para ampliar a
predicdo de peptideos, este passo incluiu varios subtipos de HLA-A*02 (Lund et al. 2004), no

entanto, as avaliagOes subsequentes focaram principalmente no HLA-A2*02:01.

4.4 Predicdo in silico da afinidade entre peptideo e o HLA-A*02:01, processamento

antigénico e imunogenicidade

A avaliacdo do score combinado de predi¢do para os peptideos de sequéncias de HCV
foi realizada seguida pela andlise geral dos parametros independentes utilizados para a
predicdo dos epitopos (afinidade peptideo-HLA-A*02:01, clivagem do peptideo e transporte
do peptideo por meio da proteina TAP).

A imunogenicidade dos peptideos foi avaliada empregando a ferramenta MHC-I

Immunogenicity (http://tools.iedb.org/immunogenicity/), considerando os residuos 2 e 9 dos
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peptideos em questdo como os principais pontos de ancoragem para a ligacdo com o HLA-
A*02:01 (Calis et al., 2013).

4.5 Avaliacéo de residuos conservados e frequéncias de aminoacidos em peptideos HCV
restritos ao HLA-A*02:01

Para a avaliacdo das regifes conservadas em associacdo com a imunodominancia dos
peptideos, os tercis de afinidade de ligacdo peptideo-HLA-A*02:01, clivagem e transporte via
TAP foram calculados utilizando os valores obtidos para todos os peptideos do HCV. Os
tercis permitiram a identificacdo de sequéncias com scores altos, médios e baixos para todos
0s trés parametros avaliados. Foram selecionadas 20 sequéncias de peptideos dos sete
gendtipos do HCV nos trés intervalos de scores e alinhadas utilizando o algoritmo de
alinhamento UGENE no software Unipro UGENE v.44 (Okonechnikov et al., 2012).

A frequéncia de aminoécidos nas sequéncias alinhadas foi calculada utilizando o
software Unipro UGENE v.44 (Okonechnikov et al., 2012). O logotipo das sequéncias foi
gerado no WebLogo3 (http://weblogo.threeplusone.com/).

4.6 Predicdo da inducdo de producdo de citocinas e analise de propriedades fisico-

guimicas dos peptideos restritos ao HLA-A*02:01 dos gendtipos de HCV

A capacidade dos peptideos de levarem a producédo de citocinas do eixo Thl e/ou Th2 da
resposta imune via MHC-1 foi avaliada utilizando os servidores IFNepitope
(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/ifnepitope/predict.php) e IL4Pred

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/il4pred/predict.php) para a indugdo de IFN-y e IL-4,

respectivamente (Dhanda et al., 2013a; Dhanda et al., 2013b). Em ambos os casos foram
aplicados métodos baseados em maquinas de vetores de suporte (support vector machine —
SVM). Essa analise acerca da inducdo de citocinas pela interacdo das sequéncias peptidicas
preditas com moléculas de MHC-II é realizada ja que o MHC-II pode apresentar peptideos
adquiridos por vias nao-classicas ou ainda os peptideos de 9 aminoacidos preditos nesse
estudo com afinidade ao HLA-A*02:01 podem estar contidos dentro de peptideos maiores

apresentados as células T CD4" via MHC-II.
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Do mesmo modo, dados sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos em
questdo também foram adquiridos com o software IL4Pred, incluindo valores de
hidrofobicidade, hidrofilicidade, estereoquimica, pontes de hidrogénio, massa lateral, carga,

hidropaticidade, ponto isoelétrico (pl), anfipaticidade e peso molecular.

Adicionalmente, os dados de hidrofobicidade da sequéncia completa das poliproteinas
de todas as sequéncias de HCV avaliadas foi adquirida com a ferramenta ProtScale
(https://web.expasy.org/protscale/), empregando a escala de Kyte & Doolittle (Kyte &
Doolittle, 1982).

4.7 Avaliacdo do repertério de epitopos virais com alta afinidade ao HLA-A*02:01

empregando o sistema de microarranjos PEPperCHIP©

A avaliacdo do repertorio de peptideos imunodominantes restritos ao HLA-A*02:01
foi realizada pela empresa PEPperPRINT®© (Heidelberg, Alemanha), utilizando o ensaio
personalizado de microarranjo PEPperCHIP© (PEPperPRINTO, 2020) (Figura 10)
(Ribeiro et al., 2021). Neste ensaio foram utilizados todos os peptideos preditos para os sete
gendtipos do virus HCV, com valores de score combinado acima de 0,75. Peptideos
compartilhados entre dois ou mais gendtipos serdo considerados apenas uma vez e peptideos
preditos com “X” em qualquer uma das nove posi¢des tiveram esse “X” substituido pelos
aminoéacidos valina (V), leucina (L) e prolina (P), uma vez que de acordo com a literatura, L e

V sdo importantes para a ligagdo ao HLA-A*02:01 e P funciona como um sitio de clivagem.

A figura 11 apresenta as etapas do ensaio de deteccdo da ligacdo peptideo-HLA-A2
empregando o microarranjo PEPperCHIP© (PEPperPRINT, 2020).
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Figura 11 — Esquema metodoldgico do microarranjo PEPperCHIP®©. O microarranjo PEPperCHIP©
(PEPperPRINT®, Heidelberd, Alemanha) foi utilizado para a deteccdo da ligacdo de peptideo-HLA-A*02:01.
Para este ensaio, peptideos de 9 aminoacidos restritos a0 HLA-A*02:01 foram adsorvidos em lamina de vidro
incubados com diferentes concentrages de dimero de HLA-A*02:01 recombinante (DimerX — BD biosciences,
San Jose, CA). O anticorpo secundario anti-lgG1 murino/Cy3 foi utilizado para a detec¢do da ligacdo peptideo-
HLA-A*02:01. A pré-marcacdo da lamina foi realizada com anticorpo secundario anti-lgG1 murino/Cy3 antes
do inicio do experimento para a avaliacdo de reatividade inespecifica. Adaptado de Lopes-Ribeiro et al., 2022.

4.7.1 Etapas do ensaio

Resumidamente, 2.888 peptideos foram adsorvidos em duplicada no interior de spots
localizados na lamina de vidro do microarranjo (75,4 mm x 25,0 mm x 1 mm) antes do inicio

do experimento.

A primeira etapa do ensaio foi constituida pela pré-marcacdo da lamina do
microarranjo com anticorpo secundario anti-lgG1 murino/Cy3 (BD Biosciences, California,
EUA), para exclusdo posterior dos valores de reatividade inespecificas. Para isso, a lamina foi
incubada com ‘tampao padrdo’ [tampao fosfato-salino (PBS) + 0,05% Tween20; pH 7,4] por
15 minutos em temperatura ambiente. Apds a remocdo completa do tampdo, uma nova

incubacdo foi realizada com ‘tampdo de bloqueio’ [PBS + 0,05% Tween20 + 1% albumina
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sérica bovina (BSA); pH 7,4] por 30 minutos em temperatura ambiente. Ap0s a remocao
completa do tampdo, a ldmina foi incubada com anticorpo secundario anti-lgG1 murino
conjugado ao fluorocromo Cy3 (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) diluido na proporcao
de 1:5.000 em ‘tampao de coloracdo’ [‘tampao padrao’ + 10% ‘tampao de bloqueio’] por 45
minutos, em temperatura ambiente no escuro. Apds a remogdo completa do anticorpo
secundario, a ldmina foi lavada trés vezes em ‘tampao padrdo’, secada em fluxo de ar e, em

seguida, digitalizada.

Para a segunda etapa do ensaio, a lamina foi reequilibrada por uma nova incubagéo
com ‘tampao padrdo’ por 15 minutos a temperatura ambiente. Apos a remog¢ao completa do
tampdo, concentracdes de 1pg/mL ou 10pg/mL de dimero HLA-A*02:01:lg DimerX (BD
Biosciences, California, EUA) diluido em ‘tampao de coloragao’ foram adicionadas a lamina
de vidro do microarranjo e incubadas por 16 horas em temperatura de 2-8°C. Ap6s a remocao
do dimero de HLA-A*02:01, a lamina foram lavadas trés vezes utilizando ‘tampdo padrdo’ e
incubadas com anticorpo secundario anti-lgG1 murino/Cy3 (BD Biosciences, California,
EUA) diluido na proporcdo de 1:5.000 em ‘tampado de coloragdo’ (‘tampao padrao’ + 10%
‘tampao de bloqueio’) por 45 minutos a temperatura ambiente no escuro. Apos a remog¢ao
completa do anticorpo secundério, a lamina foi lavada trés vezes em ‘tampéo padrdo’, secada

em fluxo de ar e, em seguida digitalizada.

Ao longo do ensaio, todas as incubagdes foram realizadas sob agitacdo constante em

sistema de agitacdo orbital (140 rpm).

A lamina do microarranjo PEPperCHIP®© foi digitalizada no aparelho Affymetrix 428
Array Scanner (Thermo Fisher, Califérnia, EUA) e a reatividade peptideo-HLA-A2:lg foi
obtida no software PepSlide© Analyzer (PEPperPRINT ©, Heidelberg, Alemanha), para

posterior quantificacdo usando imagens-16 bits em escala cinza (RIBEIRO et al., 2021).

4.8 ldentificacdo da posicdo dos peptideos restritos ao HLA-A*02:01 ao longo das

poliproteinas virais

Para a identificacdo do posicionamento dos peptideos utilizados no microarranjo
PEPperCHIP® ao longo das poliproteinas virais do HCV, todos os peptideos de cada uma das
sequéncias de HCV citadas foram alinhados com a sequéncia completa do virus de origem
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utilizando o algoritmo de alinhamento UGENE no software Unipro UGENE v.44
(Okonechnikov et al., 2012).

A fim de garantir uma avaliagdo completa de todos as sequéncias de HCV, os

peptideos compartilhados entre dois ou mais gendtipos foram mantidos em replicata.

4.9 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism v.8.0
(GraphPad Software, California, EUA). A distribuicdo ndo-paramétrica dos dados foi
confirmada pelo teste de Wilcoxon para comparagfes estatisticas envolvendo apenas dois
grupos. As comparacfes multiplas foram realizadas utilizando o método de Kruskal-Wallis
seguido do pos-teste de Dunn, no caso de dados ndo pareados, e 0 método de Friedman com o
pos-teste de Dunn para comparar dados pareados. Os testes de correlagdo de Spearman e de
Pearson foram aplicados para a correlacdo da reatividade in vitro e da previsdo in silico da
inducdo de citocinas e das propriedades fisico-quimicas dos peptideos, posteriormente 0s
valores obtidos foram entdo empregados na construcdo de redes de correlacdo no software
Cytoscape v3.9.0. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p
<0,05.

5 RESULTADOS

Para entender os padrdes peptidicos imunodominantes do HCV restritos ao HLA do
tipo | foram realizadas analises in silico utilizando sequéncias dos 7 genotipos conhecidos do
HCV como detalhado no fluxograma metodoldgico (Figura 10). A predicéo dos peptideos foi
realizada considerando o HLA-A*02:01 como um dos HLA-A mais prevalente na populacao
brasileira, e o fato de nosso grupo de pesquisa ter produzido um dimero recombinante de
HLA-A*02:01 que possibilitou que avalidssemos a afinidade ao MHC-I in vitro desses

peptideos para relacionar com os dados obtidos in silico.

Apés a predicdo, foram realizadas analises funcionais in silico para avaliacdo dos
parametros funcionais entre os peptideos estudados, sendo eles a afinidade ao HLA-A*02:01,
o potencial de clivagem do peptideo pelo proteassoma e a capacidade do peptideo ser

transportado para o reticulo endoplasmatico via TAP. Os resultados dessa etapa demonstram
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que ndo ha diferengas estatisticamente significativas entre os genétipos do HCV nos
parametros avaliados. Da mesma forma, em relacdo a analise in silico da imunogenicidade

dos peptideos, também ndo houve diferencas nos valores obtidos entre os genotipos de HCV

avaliados (Figura 12).
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Figura 12 — Gréficos de violino com os valores de score obtidos in silico para os pardmetros de
imunogenicidade (A), afinidade ao HLA-A*02 (B), clivagem dos peptideos no proteassoma (C), transporte via
TAP (D) e score combinado (E) dos peptideos incluidos no estudo derivados de cada um dos genétipos
analisados. Linhas cheias no grafico indicam os valores de quartis.

A avalicdo dos dados de hidrofobicidade ao longo das poliproteinas dos 7 gendtipos do
HCV mostrou um perfil muito semelhante entre os genotipos (Figura 12A-G) e isso pode ser
evidenciado ao realizar a sobreposicdo dessas 7 poliproteinas (Figura 13). A partir dessa
sobreposicao, foi possivel a identificacdo de por¢cdes mediamente hidrofébicas principalmente
nas porcdes finais das proteinas estruturais C, E1 e E2. Em relacdo as proteinas néo
estruturais, observou-se uma maior quantidade de por¢6es mediamente hidrofébicas em NS2,
NS4A, porcdo final da proteina NS5B e predominancia de alta hidrofobicidade na proteina p7
(Figura 14).
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Figura 13 — Gréficos de linha com o score de hidrofobicidade para as proteinas do HCV em cada um dos
gendtipos do virus incluidos nos estudos. Eixo Y indica o score de hidrofobicidade de Kyte&Doolittle, enquanto
0 eixo X indica a posi¢do dos aminoacidos ao longo da poliproteina. Diferentes proteinas estdo separadas por
linhas pontilhadas e identificadas.
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Figura 14 — Gréficos de linha com o score de hidrofobicidade para as proteinas do HCV para os sete
poliproteinas dos gendtipos do virus sobrepostas. Eixo Y indica o score de hidrofobicidade de Kyte&Doolittle,
enquanto o eixo X indica a posi¢do dos aminoécidos ao longo da poliproteina. Diferentes proteinas estdo
separadas por linhas pontilhadas e identificadas.

A capacidade dos peptideos de induzirem a producéo de citocinas pro-inflamatorias, como
IFN-vy, e regulatorias, como IL-4, do eixo Thl e/ou Th2, respectivamente, que participam da
resposta imune antiviral foram preditas para os genotipos de HCV. Os resultados mostram
que dentre os sete genotipos ndo ha diferencas estatisticas em relagédo aos valores de producéo
dessas duas citocinas pelos peptideos preditos (Figura 15), exceto na produgdo de IFN-y entre
0s gendtipos HCV1 e HCV2 que demonstra valores um pouco aumentados dessa citocina no
HCV2 (Figura 15A). Ademais, ao analisar cada gendtipo separadamente, comparando apenas
a producéo das duas citocinas, foi possivel demonstrar que em todos os genétipos de HCV ha
uma prevaléncia de valores positivos referentes a producéo de IL-4 pelos peptideos preditos,
indicando uma tendéncia a estimulagdo do eixo Th2 da resposta imune reguladora para os sete
gendtipos (Figura 16). Além disso, também foi possivel observar para todos os gendtipos a
presenca de um maior nimero de peptideos indutores de IL-4 quando comparado ao numero
de peptideos indutores de IFN-y (Figura 17).



58

ﬂ.} Produgao de IFN-y B} Produgao de IL4
2_ |;| 1.']_
1- | 0.5
E E - rY
w |:|_ wn |:|I|:|_.. S RN R S N S -
= =
- -
wn wn
44 0.5
-2 [ I T T I T I -1.0 I I T I I I I
AL LR\ P AN VD b g o
Gendtipos Genotipos

Figura 15 — Capacidade dos peptideos preditos in silico de induzir citocinas IFN-y e IL-4. Em (A) inducéo
da citocina pré-inflamatéria de IFN-y pelos peptideos dos 7 gendtipos do HCV. Em (B) a indugdo da citocina
reguladora IL-4 pelos peptideos dos 7 genotipos do HCV. Os resultados estdo representados em graficos de
violino com a identificacdo da mediana global de cada gendétipo. Linhas pretas indicam média com desvio
padrdo. Analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste Kruskal-Wallis. Significancia estatistica foi

considerada para p<0,05.
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Figura 16 - Inducdo de IL-4 e IFN-y pelos peptideos preditos in silico derivados de cada um dos gendtipos
do HCV. Os resultados estdo representados em graficos scatter plot com a identificacdo da mediana global de
cada genétipo do HCV, onde cada ponto significa o0 SVM score de cada peptideo predito. Linhas pretas indicam
média com desvio padrdo. Andlises estatisticas foram realizadas utilizando o teste Wilcoxon. Significancia
estatistica foi considerada para p<0,05 e identificada por linhas conectoras e asteriscos (**** = p<0,00001).



60

Peptideos indutores de IFN-y e IL-4 por gendtipo

1000 eV
@ HCVv2
[ * | @ HCv3
800 @ HCv4
4 ® Hcvs
[} @® HCVe
E HCV7
% 600
o
(o))
o
S 400+
(@)
=
S
Z
o %
0

| |
Indutores de IFN-y Indutores de IL-4

Figura 17 — Quantidade de peptideos preditos in silico com capacidade de indugdo de IL-4 e IFN-y por
genodtipo. Grafico de simbolos pareados e conectados por linhas com o nimero de peptideos indutores das duas
citocinas estudadas de acordo com o genétipo de HCV, identificados por cores conforme legenda a direita do
grafico. Andlises estatisticas foram realizadas utilizando o teste Wilcoxon. Significancia estatistica foi
considerada para p<0,05 e identificada por linhas conectoras e asteriscos (* = p<0,05).

A avaliagdo da reatividade dos peptideos imunodominantes restritos ao HLA-A*02:01
pelo ensaio microarranjo PEPperCHIP foi realizada utilizando 2888 peptideos Unicos entre 0s
7 genotipos do HCV. Desses 2888 peptideos, 2708 foram preditos pelas nossas analises in
silico e os 180 peptideos restantes foram os peptideos que possuiam “X” em qualquer uma
das nove posig¢des e tiveram esse “X” substituido pelos aminoacidos valina (V), leucina (L) e
prolina (P). Os resultados entdo revelaram que o HCV possui diversos peptideos reativos in
vitro, com um numero maior de peptideos reativos nos genétipos HCV1 e HCV2 e com o
HCV1 apresentando os peptideos com os maiores valores de reatividade. Entretanto, os dados
obtidos demonstram uma auséncia de dose dependéncia para todos 0s genoétipos, ou seja, a
reatividade dos peptideos ndo aumenta com o aumento da concentracdo de HLA-A*02:01
(Figura 18).
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Figura 18 - Avaliacdo da reatividade dos peptideos preditos pela afinidade com o HLA-A*02:01 em trés
diferentes concentracoes 0 pg/mL, 1 pg/mL e 10 pg/mL. Grafico de simbolos pareados e conectados por linhas
com o valor da reatividade dos peptideos nas trés concentracdes testadas para cada gendtipo de HCV.
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A partir desses resultados previamente descritos, foi possivel realizar o mapeamento dos
peptideos reativos ao longo das poliproteinas virais dos genotipos de HCV e dessa forma, foi
observado que o maior nimero de peptideos reativos in vitro estdo presentes principalmente
nas regides das proteinas NS2 (144 peptideos), E2 (98 peptideos), p7 (97 peptideos), NS5B
(87 peptideos), NS5A (76 peptideos), E1 (62 peptideos) e Core (51 peptideos),
respectivamente, quando analisados todos os genétipos em conjunto (Figura 19A). Ja quando
analisada a frequéncia de peptideos reativos para os sete genotipos, as maiores frequéncias
estdo presentes nas proteinas p7 (39% dos peptideos), NS4A (28% dos peptideos), NS2 (26%
dos peptideos), NS5A (25% dos peptideos), Core (24,5% dos peptideos) e E2 (23% dos

peptideos), respectivamente (Figura 19B).

Em relacdo a analise realizada separadamente de cada um dos sete genoétipos do HCV
(Figura 20), as proteinas com maiores quantidades de peptideos reativos do HCV1 foram NS2
(57 peptideos), p7 (37 peptideos), NS5B (34 peptideos) e E2 (33 peptideos). No HCV2 foram
NS2 (37 peptideos), E2 (27 peptideos), p7 (23 peptideos) e E1 (19 peptideos). No HCV3
foram NS5A (18 peptideos), NS2 (17 peptideos), E2 (16 peptideos) e p7 (14 peptideos). No
HCV4 foram NS2 (12 peptideos), E2 (10 peptideos), NS5A (9 peptideos) e NS5B (8
peptideos). No HCV5 foram Core (10 peptideos), NS2 (8 peptideos), E1 (7 peptideos) e
NS5A (6 peptideos). No HCV6 foram p7 (13 peptideos), E1 (8 peptideos), NS5B (8
peptideos) e NS5A (7 peptideos). Por fim, no HCV7 foram NS2 (8 peptideos), NS5B (8
peptideos), NS4B (4 peptideos) e E1/E2 (3 peptideos). De maneira anédloga, quando analisada
a frequéncia de peptideos reativos para cada genétipo foi possivel observar que em todos os 7
a proteina p7 estd presente como uma das maiores frequéncias. Outras proteinas
compartilhadas entre os genotipos que possuem maiores frequéncias sdo as proteinas Core,
NS2, NS5A, NS4A e E2 (Figura 20).
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Figura 19 - Andlise quantitativa da distribuicdo dos peptideos reativos in vitro ao HLA-A*02:01 por
proteina do HCV dos sete gen6tipos juntos. Em (A) grafico de bolhas onde o tamanho das bolhas esta
diretamente relacionado ao nimero de peptideos reativos para os sete genétipos de HCV avaliados. Em (B) esta
representada a frequéncia de peptideos reativos ao longo das proteinas virais para os sete genotipos de HCV
avaliados.



-
=]

Numero de peptideos
¥ 8 &8 8 g

-
=]

=

25

Nimero de peptideos

Namero de peptideos

O - N WU VO

20

15

10

-
<

Peptideos reativos por proteina do HCV1

64

Peptideos reativos por proteina do HCV2

45
NS2
NS2 . : 10
3> E2
a 30
L NS5B g .n?
‘@9 @ 9
3 T E1
NS3 NS5A 2 ‘ NS3 NSsA NS5
E 15 Core .
Core E1 = 10 .
NS4B
a9 @ NS4A @ 5 NS4A g NS4B
ht )
0
Peptideos reativos por proteina do HCV3 Peptideos reativos por proteina do HCV4
14
NS§2
E2
@ | o
I
2, NS3 ‘.
.
NS5B o 7 .
® ]
o
NS4B E Em. E1 NS4B
H NS4A
[ , o 0

1%
14
12

Core
‘ Ns2
NS3
NSS8
@ “
‘ NS4A NS

Namero de peptideos
H

S N & O =

Peptideos reativos por proteina do HCV7

- @
B

ns;@ N3
D wa
@

n@

ussAQ Q

NS4l

Peptideos reativos por proteina do HCV6

NSs8

Frequéncia de peptideos reativos por proteina viral por cada

genotipo de HCV
nsz @ o NSSE e HCVI  HCV2Z HCV3Z HCV4 HCV5S  HCV6  HCVT
Core = 30% 18% 25% 12% 45% 31% 22%
E1 18% 1% 20% 13% 53% 23% 33%
E2 26% 24% 25% 23% 19% 13% 17%
- p7 57% 24% 37% 35% 33% 68% 25%
— @ NS2 | 34% 2% 20% 26% 21%  125%  44%
“Q Q NS3 29% 16% 1% 16% 17% 9.7% 55%
Core Q NSSA @ NS4A 42% 45% - 25% 33% 16% .
o7 ws3 NS4B | 20% 65% 16% 15%  125%  16% 26%
W )] NSSA | 3%  14%  31%  24%  46%  29%  25%
NS58 | 27% 8% 12% 14% 14% 16% 36%

Figura 20 — Andlise quantitativa da distribuicdo dos peptideos reativos in vitro ao HLA-A*02:01 por
proteina do HCV para cada um dos sete gendtipos. Estdo representados graficos de bolhas onde o tamanho das
bolhas estd diretamente relacionado ao nimero de peptideos reativos presentes em cada um dos genétipos de
HCV avaliados. Além disso, também esta representada a frequéncia de peptideos reativos ao longo das proteinas
virais para cada um dos sete gen6tipos de HCV.
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Para a identificacdo de peptideos preditos com scores altos, médios e baixos foi necessario
gerar valores de tercil para todos os peptideos unicos preditos dos sete genétipos agrupados.
Foram selecionados 20 peptideos representativos nessas trés faixas de valores para a
realizacdo de um alinhamento que possibilitou a obtencdo de uma sequéncia consenso de
aminodacidos, permitindo a identificacdo de residuos conservados dentre os gendtipos de
HCV. Cada logétipo consiste em pilhas de simbolos, uma pilha para cada posicdo na
sequéncia. A altura total da pilha indica a conservacédo da sequéncia nessa posicdo, enquanto a
altura dos simbolos dentro da pilha indica a frequéncia relativa de cada aminoacido ou &cido
nucleico nessa posicao (Figura 21).

Dessa forma, os peptideos com alta afinidade ao HLA-A*02:01 apresentaram alta
predominancia de residuos de leucina na posicdo dois e valina na posicdo nove. Ja 0s
peptideos com baixa afinidade ao HLA-A*02:01 apresentaram predominancia de leucina na
posicdo 9. Enquanto isso, os peptideos com média afinidade ao HLA-A*02:01 ndao
demonstraram um padrdo claro de residuos de aminoacidos, mas é possivel observar uma

ligeira diminuicdo de leucina na posicédo 2 e de valina na posicdo 9 (Figura 21A).

Para os peptideos com alto potencial de clivagem foi observado uma alta
predominancia de leucina na posi¢ao nove e uma ligeira predominancia também de leucina na
posicdo dois. Em relacdo aos peptideos com baixo potencial de clivagem ndo foi possivel
observar um perfil bem definido de aminoacidos, porém apresentaram predominancia de
leucina na posicédo dois e presenca principalmente de valina e alanina na posi¢do nove. Ja 0s
peptideos de médio potencial de clivagem também ndo apresentaram um padrdo claro de
residuos de aminoacidos, mas é possivel observar ligeira predominancia de leucina na posicao

dois e leucina e valina na posicéo nove (Figura 21B).

Por fim, os peptideos com alto potencial de transporte via TAP apresentaram altissima
predominancia de leucina na posi¢do nove e o0s peptideos com baixo potencial de transporte
via TAP apresentam leucina predominante na posi¢do dois e alternancia entre valina e alanina
na posicdo nove. Enquanto isso, os peptideos de médio potencial de transporte via TAP

demonstram uma alta prevaléncia de valina na posi¢édo nove (Figura 21C).
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Figura 21 - Analise de logotipo de sequéncia dos peptideos preditos in silico em relacdo aos parametros de
(A) afinidade ao HLA-A*02, (B) clivagem e (C) TAP, mostrando os residuos de aminoécidos predominantes em
cada posi¢do. O tamanho das letras est4 diretamente relacionado com a frequéncia observada do aminoéacido na

posicdo indicada no eixo X.

O alinhamento de todos os peptideos reativos ao HLA-A*02:01 in vitro também foi

realizado para a obtencdo de uma sequéncia consenso de aminoacidos, permitindo a

identificagdo de residuos conservados do HCV. Assim, foi possivel observar a alta

predominancia de leucina na posicdo dois e grandes quantidades de leucina e valina na

posicdo nove. Foi também observado quantidades significativas de triptofano nas posicdes

trés e sete (Figura 22).
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Figura 22 - Andlise de logotipo de sequéncia dos peptideos reativos in vitro ao HLA-A*02, mostrando 0s
residuos de aminoacidos predominantes em cada posi¢cdo. O tamanho das letras estd diretamente relacionado
com a frequéncia observada do aminoacido na posicao indicada no eixo X.

Em relacdo a analise das propriedades fisico-quimicas dos peptideos, os dados obtidos
foram agrupados em heatmaps que apresentam a matriz de correlagéo das propriedades fisico-
quimicas e imunoldgicas dos peptideos imunodominantes reativos ao HLA-A*02:01 in vitro
para todos os gendtipos do HCV (Figura 23). As propriedades fisico-quimicas avaliadas
incluiram a hidrofobicidade, hidrofilicidade, estereoquimica, pontes de hidrogénio, massa
lateral, carga, hidropaticidade, ponto isoelétrico (pl), anfipaticidade e peso molecular (Mol
wt) dos peptideos. Ja as propriedades imunoldgicas dos peptideos incluiram a producdo de

IFN-y, producdo de IL-4 e reatividade ao HLA-A*02:01 nas concentragdes de 1 ug/mL e 10
ug/ml.
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Figura 23 - Heatmaps demostrando a correlagdo dos valores obtidos para a reatividade dos peptideos ao
HLA-A*02:01 nas concentracdes de 1 ug e 10 pg da molécula, capacidade in silico de inducdo de citocinas no
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eixo Thl (IFN-y) e Th2 (IL-4) e parametros fisico-quimicos para cada um dos genoétipos avaliados neste estudo.
As correlages foram obtidas pelo calculo de coeficiente de correlagdo de Spearman. Quanto mais préximo de
vermelho escuro, maior o coeficiente de correlacdo r, quanto mais proximo de verde escuro, menor o coeficiente
de correlacdo r.

Para uma melhor visualizacdo das correlacdes das propriedades fisico-quimicas dos
peptideos e imunoldgicas dos peptideos imunodominantes reativos ao HLA-A*02:01, os
dados obtidos foram também agrupados em redes de correlacdo que apresentam valores de
correlagdo de Pearson e Spearman. As redes de correlagdo demonstram as relagGes fortes,
moderadas e fracas entre os parametros analisados, bem como correlacdo positiva ou

negativa.

Dentre os dados obtidos, ao analisar todos os peptideos em conjunto ndo foi possivel
observar muitas correlacbes fortes entre os pardmetros avaliados. Hidrofobicidade se
correlaciona de maneira positiva e forte com hidropaticidade e de maneira negativa com
anfipaticidade, pontes de hidrogénio e hidrofilicidade. Ja estereoquimica se correlaciona de
maneira positiva e forte com massa lateral e carga. Além disso, a reatividade ao HLA-
A*02:01 a 1 ug/mL se correlaciona de maneira positiva e forte com a reatividade ao HLA-
A*02:01 a 10 pg/mL. Outro ponto importante é a correlacgdo moderada entre IFN-y e
hidropaticidade (Figura 24A).

Enquanto isso, ao analisar apenas os peptideos que possuem o aminoacido triptofano
em qualquer posicdo, € importante destacar que a producdo de IL-4 se correlaciona de
maneira positiva e forte com estereoquimica, massa lateral, anfipaticidade, pontes de
hidrogénio, pl e Mol wt e de maneira negativa fortemente com hidrofilicidade. Também foi
observado novamente que a reatividade ao HLA-A*02:01 a 1 ug/mL se correlaciona de
maneira positiva e forte com a reatividade ao HLA-A*02:01 a 10 ug/mL. Ja na analise dos
peptideos que ndo possuem o aminodcido triptofano em sua composicdo, € importante
destacar que ndo hé correlacdes fortes de IL-4 com outros parametros avaliados e correlacdes

moderadas de IFN-y com hidropaticidade e hidrofobicidade (Figura 24B).
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Figura 24 — Redes de correlacdo com os parametros fisico-quimicos dos peptideos em azul, reatividade in
vitro em verde, andlises in silico em amarelo e indugdo de citocinas em vermelho. Em (A) esta representada a
rede de correlacdo entre todos os peptideos analisados e em (B) esta representada a rede de correlacdo entre
apenas o0s peptideos que possuem triptofano. Os dados obtidos foram agrupados em redes de correlagdo
utilizando os valores de correlacdo de Pearson e Spearman.
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6 DISCUSSAO

Embora o tratamento da hepatite C cronica com os DAAs apresente diversas
vantagens, tais como uma resposta viroldgica sustentada (RVS) elevada, boa tolerancia do
paciente e uma curta duracdo do tratamento, ha também limitacdes, como a possibilidade de
reinfeccdo, resisténcia aos antivirais utilizados e dificuldade de tratamento de alguns
gendtipos, como o HCV3. Diante disso, o desenvolvimento de uma vacina contra diversos
gendtipos do HCV emerge como a principal ferramenta para diminuir a transmissdo do virus
(Echeverria et al., 2021; Martinez; Franco, 2020; Parlati et al., 2021).

Atualmente, ndo hd um imunizante aprovado contra 0 HCV e seu desenvolvimento é
dificultado pela falta de investimentos, escassez de modelos in vivo e in vitro para o virus,
lacunas no conhecimento sobre a persisténcia viral, exaustdo da resposta celular e
principalmente a diversidade e variabilidade genética do virus. Mesmo assim, ao longo dos
anos diversas estratégias ja foram utilizadas na tentativa de desenvolver uma vacina eficaz.
Abordagens como vacinas de subunidades, virus-like-particles e vacinas de DNA utilizando
proteinas estruturais do virus ja foram testadas, bem como abordagens utilizando proteinas
n&o estruturais do virus como vacinas de vetores virais e vacinas de peptideos (Duncan et al.,
2020; Echeverria et al., 2021; Manne et al., 2021).

Uma vacina preventiva ideal contra a hepatite C deve ter a capacidade de estimular a
resposta imune humoral e celular, induzindo a producdo de anticorpos neutralizantes e
respostas especificas de células T CD4" e T CD8", além de ser efetiva contra todos os 7
gendtipos do HCV. Os estudos de imunizantes contra o HCV para a inducdo de anticorpos
neutralizantes utilizam principalmente as glicoproteinas do envelope E1 e E2 em sua
composi¢do, enquanto vacinas voltadas para a inducgdo da resposta de células T se concentram
na expressdo de proteinas ndo estruturais como NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B, que sdo

mais conservadas entre os genotipos (Hartlage; Kapoor, 2021; Walker, 2017).

Estudos em modelo animal de primatas ndo-humanos, utilizando anticorpos para a
deplecdo de células T CD4* e T CD8* demonstraram a importancia das células T de memdria
para a protecdo contra a persisténcia do HCV. Além disso, outros estudos observaram que
algumas infeccdes pelo HCV sdo autoresolutivas mesmo na auséncia de resposta de

anticorpos, indicando que imunizantes capazes de estimular a resposta de celulas T pode ser



72

suficiente para prevenir a persisténcia do HCV. Embora as células T CD8™ sejam as principais
células efetoras no controle do HCV, a manutencdo de suas funcdes € dependente da resposta
de células T CD4". Assim, o desenvolvimento de uma resposta T CD4* e T CD8" especifica
forte e duradoura é associada com um controle espontaneo da infec¢do pelo HCV (Baskic et
al., 2017; Echeverria et al., 2021; Shoukry et al., 2003; Swadling et al., 2013; Walker, 2017).

Durante a infeccdo aguda pelo HCV, os linfocitos T citotdxicos (CTLs) atuam mediando o
clearance viral, reconhecendo peptideos apresentados pelo MHC-1 na superficie dos
hepatdcitos infectados e induzindo apoptose dessas células. Na infec¢do crénica, a capacidade
proliferativa e producdo de citocinas das células T CD4* é limitada, o que desregula a
resposta T CD8" e favorece o escape viral por mutacdes em epitopos reconhecidos pelo MHC-
I. Adicionalmente, a exaustdo das células T CD8" desencadeada pela estimulagdo continua de
antigenos virais, pode resultar em danos hepaticos extensos (Echeverria et al., 2021; Hartlage;
Kapoor, 2021; Thimme, 2021; Walker, 2017).

A identificacdo de epitopos apresentados pelas células T é essencial para compreender a
resposta imune celular e fornecer informacgdes importantes para o desenvolvimento de uma
vacina. Diversos estudos visando ampliar os conhecimentos sobre os epitopos de HCV ja
foram realizados por pesquisadores como Idrees e A Ashfaq (2013), por exemplo, que
empregaram analises de imunoinformatica utilizando a sequéncia de uma glicoproteina E1
isolada no Paquistdo e foram capazes de identificar regifes da proteina com potencial para
induzir resposta imune celular e humoral. De maneira anadloga, glicoproteinas E1 e E2
recombinantes também j& foram avaliadas como potenciais alvos para o design de uma vacina
contra 0 HCV (Calis et al., 2013; Filskov et al., 2019; Fytili et al., 2008; Idrees; A Ashfaq,
2013; Yost et al., 2018).

Paralelamente, epitopos de proteinas ndo estruturais também séo alvos promissores para
serem empregados em imunizantes devido a sua ampla capacidade de inducédo de resposta
celular antiviral especifica. Diversos epitopos ja foram estudados para serem utilizados para
uma vacina como um epitopo bastante conhecido, 0 NS31073 derivado da proteina NS3 e
bem conservado entre os genotipos, e epitopos de p7, capazes de induzir a producdo
multifuncional de citocinas por T CD4" e T CD8" (Calis et al., 2013; Filskov et al., 2019;
Fytili et al., 2008; Idrees; A Ashfaq, 2013; Yost et al., 2018).
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Neste contexto, esse estudo apresenta uma visdo ampla de epitopos imunodominantes
restritos ao HLA-A*02:01 e derivados dos 7 genotipos do virus da hepatite C, capazes de

induzir resposta de células T CD8" antivirais especificas.

Nossos resultados sobre as anélises funcionais realizadas in silico dos pardmetros
utilizados para a predicdo de peptideos, indicaram a presenga de diversos peptideos
imunodominantes altamente reativos a0 HLA-A*02:01 derivados do HCV e altamente
conservados entre os diversos genoétipos do virus. Dessa forma, mesmo que 0s genoétipos se
diferenciem entre si em 30-35% de nucleotideos, os peptideos preditos possuem valores
similares de afinidade ao HLA-A*02:01, potencial de clivagem do peptideo pelo proteassoma,
a capacidade do peptideo ser transportado para o reticulo endoplasmatico via TAP e

imunogenicidade (Cuypers et al., 2015; Messina et al., 2014).

De maneira similar, os dados de hidrofobicidade observados ao longo das poliproteinas
dos 7 gendtipos do HCV também indicou uma alta conservagéo entre os gendétipos, com perfis
semelhantes em relagéo as porgdes de alta e baixa hidrofobicidade. Dentre os pontos de
hidrofobicidade significativa se destacam as porcdes finais das proteinas estruturais C, E1 e
E2, as proteinas ndo estruturais p7, NS2, NS4A e a porcao final da proteina NS5B. A anélise
dos peptideos reativos ao HLA-A2 no ensaio in vitro de microarranjo de peptideos, indicou
gue um nuamero significativo dos peptideos capazes de se ligarem in vitro a molécula de
MHC-1 estdo concentrados nessas proteinas, corroborando com dados de Chowell et. al
(2015), segundo o qual pocdes hidrofobicas possuem maior potencial de ligacdo ao MHC-I

inducdo da resposta T CD8".

A proteina C possui 0 dominio hidrofobico C-terminal 2, responsavel por mediar a
associacao do virus com moléculas de lipideos para a formacao de particulas lipo-virais, além
de auxiliar na morfogénese e liberacdo de particulas infecciosas (Moradpour; Penin, 2013;
Shavinskaya et al., 2007). Ja as glicoproteinas E1 e E2 possuem dominio C-terminal
transmembrana com porc¢des hidrofobicas importantes para a penetracdo viral e fusdo de
membrana, contribuindo para ancoragem dessas proteinas no envelope viral (Beeck;
Dubuisson, 2003; Moradpour; Penin, 2013). Da mesma forma, dados da literatura tem
mostrado que, aléem das proteinas estruturais, as proteinas ndo estruturais p7, NS2, NS4A e
NS5B também possuem sitios altamente hidrofobicos com fungdes importantes no ciclo de
multiplicacdo do HCV, que corroboram o encontrado em nossas analises (Moradpour; Penin,
2013).
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Em relacdo ao padréo de resposta imune observado em pacientes com hepatite C cronica,
os dados atualmente disponiveis na literatura sdo inconsistentes e controversos. Alguns
autores ja relataram a prevaléncia de citocinas do eixo Thl, como IL-2 e principalmente IFN-
y, capazes de ativar a resposta imune celular e desencadear uma resposta imune antiviral,
sendo constantemente associadas com resisténcia a infeccdo. Por outro lado, a prevaléncia de
citocinas do eixo Th2, como IL-10 e IL-4, também ja foi descrita. Nesse caso, tais mediadores
sdo responsaveis pela ativacdo da resposta imune humoral e podem inibir mecanismos
efetores antivirais, contribuindo para persisténcia da infeccdo. Entretanto, outros estudos
indicam que ambas as respostas Thl e Th2 interagem na infeccdo pelo HCV e o desbalango
dessa interacdo pode implicar nos diferentes desfechos da doenca (Baskic et al., 2017; Essa et
al., 2021; Gramenzi et al., 2005; Sofian et al., 2012).

Dessa forma, em relacdo a avaliagdo do potencial dos peptideos derivados do HCV, e
incluidos neste estudo, de induzirem a producdo de citocinas do eixo Thl, IFN-y, e do eixo
Th2, IL-4, via MHC-II, nossos resultados demonstraram que peptideos derivados dos sete
gendtipos possuem capacidade semelhante de estimular ambos os eixos da resposta imune
celular sem diferenca estatistica entre eles. A Unica exceg¢do ocorre para a inducdo de IFN-y,
que se mostra aumentada em HCV2 quando comparado com o HCV1, provavelmente pelo
maior nimero de peptideos derivados de HCV2, a maior diversidade genética desse gendtipo

e maior quantidade de sequéncias de subtipos utilizados na predicao.

Sabe-se que o IFN-y tem dois papéis principais durante a infeccdo pelo HCV: controlar a
infeccdo aguda impedindo a multiplicacdo viral de maneira ndo citolitica e modulando a
resposta imune adaptativa. O controle da multiplicacdo viral de maneira ndo citolitica se da
pelo fato de que o IFN-y pode inibir indiretamente a penetragdo viral por meio do controle da
expressao e/ou distribuicdo dos receptores essenciais para a infeccdo viral, CD81 e SRB1,
reduzindo a susceptibilidade das células hepéticas a infeccdo pelo HCV. Alem disso, essa
citocina exerce diversos papéis indiretos na atividade das células T CD8", por exemplo, a
producédo de IFN-y induz o aumento da expressao do imunoproteassoma, o transportador TAP
e de moléculas de MHC-I, proporcionando uma resposta celular mais eficaz. Ademais,
estudos em modelo animal com primatas ndo-humanos demonstraram que animais que foram
capazes de eliminar a infeccdo pelo HCV produzem mais IFN-y do que animais que se

tornaram infectados cronicamente, demonstrando o papel essencial dessa citocina no controle
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da infeccdo (Edlich et al., 2011; Frese et al., 2002; Kang, Brown e Hwang, 2018; Whitmire,
Tan e Whitton, 2005).

Entretanto, embora os peptideos incluidos neste trabalho tenham sido preditos com
restricdo a um haplotipo especifico de MHC-1, o HLA-A2*02 a andlise da capacidade de
inducdo de citocinas pela interagdo das sequencias com moléculas de MHC-II é importante,
uma vez que ndo sé o MHC-II pode apresentar peptideos adquiridos por vias ndo-classicas,
como os peptideos de 9 aminoacidos preditos nesse estudo podem estar contidos dentro de
peptideos maiores apresentados as células T CD4" via MHC-II. Nesse contexto, nossas
analises demonstraram uma tendéncia a estimulacdo do eixo Th2 pelos peptideos preditos
para 0s sete gendtipos e uma prevaléncia de peptideos com capacidade de induzir a producéo
de IL-4. Anteriormente, Gramenzi et. al (2005), observou uma associagdo entre a patogénese
e gravidade da doenca hepatica e um perfil Th2 prevalente. Batsaikhan et. al (2019)
demonstrou que a IL-4 é uma citocina importante para predizer fibrose hepatica em pacientes
com HCV, encontrando-se mais elevada no grupo de pacientes com fibrose avancada. A IL-4
é capaz de regular o sistema imune e manter efeitos anti-inflamatérios por meio da inibicédo da
ativacdo das células Thl, contribuindo para a patogénese e cronicidade da doenca, uma vez
que a uma resposta especifica, robusta e sustentada de citocinas do eixo Thl é necessaria para
a resisténcia a infeccdo (Batsaikhan et al., 2019; Essa et al., 2021; Lee et al., 2015; Tsai et al.,
1997).

Para a triagem de peptideos imunodominantes de células TCD8", a reatividade in vitro a
um dimero recombinante de HLA-A*02:01 foi avaliada pelo ensaio de microarranjo de
peptideos (PEPperCHIP®©, PEPperPRINT). Inicialmente, 2888 peptideos Unicos derivados
dos 7 gendtipos do foram testados, tendo sido possivel identificas 615 peptideos reativos com
auséncia de dose dependéncia. Os maiores nimeros de peptideos reativos foram observados
nos gendtipos HCV1 e HCV2, o que pode ser explicado pelo maior nimero de sequéncias
analisadas nesse estudo quando comparadas aos demais gendtipos. Além disso, 0 HCV1
apresentou os peptideos com maiores valores de reatividade dentre os outros genoétipos. Tal
fato pode ter relacdo com a maior prevaléncia desse genotipo no mundo, representando cerca
de 46% das infeccdes pelo HCV (Bukh, 2016).

A partir dos resultados de reatividade dos peptideos ao HLA-A*02:01, a préxima etapa do
estudo consistiu em mapear os peptideos ao longo das poliproteinas virais dos genétipos de

HCV, visando a identificagdo de “hot-spots” para potenciais epitopos. Os resultados obtidos
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indicaram um numero significativo de peptideos reativos principalmente nas regides das
proteinas estruturais C e E2 e das proteinas ndo estruturais p7, NS2, NS4A e NS5A. Nesse
contexto, sabe-se que epitopos derivados de proteinas estruturais virais geralmente sdo mais
bem reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro, principalmente no que se refere as
respostas de células B e producdo de anticorpos neutralizantes, entretanto, tais sequencias
também podem ser capazes de levar a ativacdo de respostas de células T CD4* e T CD8"
(Alvarez-Obregon et al., 2001; Drane et al., 2009; Hartlage; Kapoor, 2021; Walker, 2017).

A proteina C é capaz de se ligar ao RNA, atuando no seu empacotamento e interagindo
tanto com proteinas celulares quanto com vias de transdugdo de sinais, podendo contribuir
assim para a persisténcia da doenca (Dehghani et al., 2019; Kasprzak; Damek, 2008). Além
disso, sabe-se que a proteina C é uma das proteinas mais conservadas entre 0s genotipos e
subtipos do HCV, com diversos estudos associando a resposta imune celular desencadeada
por essa proteina a uma resposta antiviral efetiva, levando a resolugéo rapida da doenca. Essas
carateristicas tornam a proteina C e seus epitopos um dos candidatos mais promissores para a
inducdo de uma resposta protetora a infeccdo pelo HCV (Alvarez-Obregén et al., 2001;
Drane et al., 2009).

Ja as glicoproteinas do envelope, E1 e E2, também sdo muito estudadas para inducao de
uma resposta imune a infeccdo pelo HCV, principalmente por serem alvos naturais para uma
resposta protetora de anticorpos. 1sso ocorre porque a proteina E2 especificamente interage
com os correceptores virais SRB1 e CD81 durante a penetracdo viral, dessa forma os
anticorpos neutralizantes visam principalmente epitopos conformacionais de E2 (Fauvelle et
al., 2016). Porém, epitopos de E2 também sdo capazes de estimularem resposta de células T
como relatado no estudo feito por Koziel et al. (1993), demonstrando uma resposta de CTLs
estimulada ndo sO por epitopos de E2 mas também por epitopos de C. Nesse contexto €
importante destacar que o0s genes codificantes de E1 e E2 sdo variaveis, tendo sido
identificados vérias regides hipervaridveis em E2, com diferenga de até 80% entre 0s
gendtipos do HCV (Moradpour; Penin, 2013). Assim, para o desenvolvimento de uma vacina
que proteja contra todos os genotipos de HCV seria interessante buscar epitopos repetidos ou

incluir epitopos derivados de E1 e E2 de diferentes gendtipos em sua formulacéo.

A proteina nédo estrutural p7 € uma pequena proteina integral de membrana que forma
canais ibnicos seletivos na membrana da ceélula hospedeira, facilitando a produgdo viral,

sendo considerada uma viroporina. Embora essa proteina seja dispensavel na replicacdo do
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RNA, ela é essencial para a producgdo e liberacdo de particulas virais infecciosas. Além das
funcBes previamente citadas, estudos ainda sugerem uma capacidade de interacdo entre a p7 e
outras proteinas, como NS2, podendo auxiliar ainda no dobramento correto das glicoproteinas
do envelope, E1 e E2 (Bentham et al., 2013; Chandler et al., 2012; Steimann et al., 2010;
Wei et al., 2021). No que se refere a epitopos de p7 apresentados pelo MHC-I, Rao et
al. (2015) demonstrou que os alelos de HLA-I apresentam preferencialmente epitopos dessa
proteina e, mesmo essa proteina sendo a segunda menor proteina codificada pelo genoma do
HCV, ela apresenta uma maior quantidade de epitopos quando comparadas a outras proteinas
maiores como NS5B, corroborando os dados encontrados nas nossas analises.

Ainda em relacdo aos epitopos de p7, uma heterogenicidade significativa entre 0s
gendtipos de HCV ja foi demonstrada, porém, apesar disso, alguns aminoacidos em regides
especificas dessa proteina sao altamente conservados, indicando um potencial dessa proteina
como antigeno vacinal capaz de induzir respostas de células T CD4* e T CD8". Além disso,
caracteristicas como a presenca de aminoacidos ciclicos nessa proteina, como o triptofano e a
tirosina, sdo importantes por serem considerados determinantes importantes da estrutura e
funcdo das viroporinas da influenza A e do HIV. Tal observacao suporta a classificagéo da p7
do HCV como viroporina, uma vez que a substituicdo dos residuos altamente conservados de
triptofano e tirosina em determinadas posi¢des possui a capacidade de reduzir a liberagéo de

novas particulas virais infecciosas (Filskov et al., 2019).

Outra proteina com um consideravel nimero de peptideos reativos in vitro ao HLA-A*02
foi a NS2, uma autoprotease que cliva a juncdo NS2/NS3, responsavel por desempenhar um
papel essencial na montagem viral e interagir com as proteinas estruturais E1 e E2, e também
com as proteinas ndo estruturais p7, NS3-NS4A e, em menor grau, a NS5A. Durante a
montagem das particulas virais, NS2 desempenha o papel de atrair as glicoproteinas do
envelope para os locais de montagem e promove, juntamente com p7, o recrutamento de
nucleocapsideo para esses locais facilitando o encontro do nucleocapsideo e as proteinas do
envelope (Boson et al., 2011; Moradpour; Penin, 2013). Nesse contexto, epitopos dessa
proteina ja foram estudados em relacdo ao seu potencial de desencadear resposta imune
celular e humoral. Em um estudo realizado por Khalid e Ashfaq (2020), que também foram
utilizadas ferramentas de bioinformatica para predicéo de epitopos do HCV, observou que ha
regides de NS2 bem conservadas entre os gendtipos do HCV e epitopos que possuem

potencial para induzir resposta imune de células T. Outro trabalho utilizando células
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mononucleares do sangue periférico (PBMCs) também foi capaz de demonstrar que um
epitopo restrito ao HLA-A*02 encontrado na regido de NS2 possui uma forte capacidade

estimulante de CTLs e uma frequéncia aumentada de producédo de IFN-y (Guo et al., 2012).

Por fim, as proteinas NS5A e NS5B também tiveram nimeros consideraveis de peptideos
reativos in vitro ao HLA-A*02 e ambas estdo envolvidas no processo de replicacdo do RNA
viral, sendo a NS5B a RNA polimerase dependente de RNA viral (MacDonald; Harris, 2004;
Moradpour; Penin, 2013). Estudos ja verificaram que fortes respostas proliferativas de células
T contra a proteina NS5A e NS5B estdo associadas a uma infec¢do por HCV autolimitada
(Liet al.,, 2007; Rao et al., 2015). No trabalho de Rao et al. (2015) foi demonstrado que
epitopos de NS5B sdo preferencialmente apresentados a células T CD8" em hapl6tipos
protetores contra 0 HCV como HLA-B*27 e HLA-B*57. Além disso, devido ao papel chave
dessas proteinas na replicacdo do material genético viral, NS5A e principalmente NS5B
possuem epitopos conservados entre os gendtipos do HCV que podem ser apresentados por
diversos haplétipos de HLA, sugerindo um grande potencial imunogénico dessas proteinas
(Lietal., 2007).

Em relacdo aos padrdes de aminoacidos observados nos peptideos, nossos resultados
corroboram 0 que ja vimos em outros trabalhos acerca importancia das posi¢des 2 e 9 dos
peptideos como pontos de ancoragem para a ligagdo do HLA-A*02 enquanto a prevaléncia de
leucina e valina, respectivamente, nessas posi¢ées em peptideos com alta afinidade ao HLA-
A*02 indica que esses aminoacidos desempenham funcdes importantes nessa ligacdo. A
presenca desses residuos nessas posicdes aumenta a capacidade de um epitopo ser
reconhecido in vitro pelo TCR, aumentando a for¢a de ligacdo ao MHC-1 e aumento da
afinidade ao TCR. Da mesma forma, a presenca de leucina na ultima posi¢do de peptideos
com baixa afinidade também corresponde ao que ja foi descrito por outros autores. Esses
mesmos padrdes j& foram observados em alguns arbovirus, dentre eles o virus da febre
amarela, também pertencente a familia Flaviviridae (Calis et al., 2013; Karapetyan et al.,
2019; Lopes-Ribeiro et al., 2022; Pereira-Santos et al., 2023).

O alinhamento dos peptideos reativos ao HLA-A*02:01 in vitro mostrou uma
prevaléncia de aminoacidos apolares como observado em estudos anteriores que associaram a
hidrofobicidade dos peptideos com a ligacdo ao MHC-I e a inducdo de resposta de células T
CD8" (Chowell et al., 2015; Kilatt et al., 2020; Lopes-Ribeiro et al., 2022; Pereira-Santos et

al., 2023). Esse trabalho ainda observou um padrdo interessante de prevaléncia de triptofano
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nas posic¢des 3 e 7 nos peptideos reativos. O triptofano € um aminoécido apolar e hidrofobico
com um grande residuo aromatico e normalmente esta presente em baixas frequéncias em
peptideos e proteinas (Barik et al., 2020; Moreira et al., 2007). Alguns trabalhos ja mostraram
a preferéncia de células T por alguns aminoacidos, especialmente aqueles com grandes
residuos arométicos e uma associa¢do positiva entre triptofano e imunogenicidade. Além
disso, estudos anteriores também indicam que o triptofano na posicdo 3 é importante na
ligacdo ao TCR, ativacdo de células T CD8" e na morte celular induzida pelos CTLs, o que

tem relacdo com os nossos dados obtidos (Calis et al., 2013; Karapetyan et al., 2019).

De maneira geral os dados aqui apresentados indicam que a associagdo entre epitopos
derivados de proteinas ndo estruturais conservadas de alta hidrofobicidade e proteinas
estruturais derivadas de mais de um gendtipo de HCV seriam uma boa estratégia vacinal para

desencadear resposta imune celular.
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7 CONCLUSAO

Esse projeto permitiu a avaliacdo dos padrbes peptidicos dos 7 genoétipos do virus da
hepatite C restritos ao HLA-A*02:01 utilizando estratégias in silico e in vitro. Quando os
gendtipos de HCV foram comparados, ndo houve diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos. Estes resultados indicam que HCV apresenta peptideos imunodominantes
reativos ao MHC de classe | mais prevalente na populacdo mundial e que estas sequéncias sdo
bem conservadas entre os gen6tipos do virus. Paralelamente, analise in silico do potencial de
inducdo de producéo de citocinas dos peptideos revelou uma tendéncia a estimulacdo do eixo
Th2 da resposta imune demonstrado pelo grande nimero de peptideos capazes de induzir a
producdo de IL-4. Além disso, a triagem dos peptideos reativos in vitro ao HLA-A*02:01
permitiu identificar as regiGes com maior nimero de peptideos reativos na poliproteina viral.
De um modo geral, os padrdes de peptidicos derivados do HCV e restritos ao HLA-A2*02:01
observados neste trabalho fornecem informacdes importantes para o desenvolvimento de uma
vacina multi-epitopo que seja eficaz contra varios gendtipos do virus. Perspectivas futuras
incluem a realizacdo de ensaios in vitro e ex vivo utilizando a proteina dimérica de HLA-A2 e

alguns dos peptideos identificados nesse trabalho para confirmacéo de sua imunogenicidade.
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