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RESUMO

O Citomegalovirus humano (HCMV) € um herpesvirus humano comum e, na maioria
das vezes, assintomatico na populagdo imunocompetente. Em casos de
imunossupressao, como no transplante, a infeccéo pelo HCMV pode reativar e afetar
o desfecho do transplante, causando alteragées no quadro clinico dos pacientes.
Apesar de ser muito recorrente, ndo se sabe ao certo porque alguns pacientes
transplantados com reativacao do HCMV evoluem de forma mais grave que outros,
mesmo utilizando os mesmos protocolos e tratamentos. Para entender melhor a
resposta imune de individuos com diferentes desfechos na infeccao, selecionamos
pacientes transplantados com reativacdo de HCMV classificadas em infecgao leve
(infeccao assintomatica e menos de 25 dias de internagdo) ou grave (infeccao
sintomatica e acima de 30 dias de internagdo). Amostras de sangue foram coletados
para analise por citometria de fluxo e estimulados com uma biblioteca de peptideos
especifica para linfécitos T CD8 (LTCD8), com epitopos desenhados in silico para as
regides imunodominantes das 5 proteinas mais imunogénicas do HCMV. Os
resultados da analise de citometria demostraram que os pacientes que tiveram
infeccdo grave por HCMV tém maior produgdo de TNF e expressao aumentada de
CD57 pelos linfécitos CD8 (LTCD8) quando comparados ao grupo de infecgéo leve.
Além disso, no decorrer do estudo foi observado que os HLAs utilizados na construgao
da biblioteca de peptideos poderiam ser estudados como ferramenta de predi¢cado de
gravidade. Assim, criamos um score com base no numero de interagdes de alta e
intermediaria afinidade que cada molécula de HLA realiza com epitopos das 10
proteinas mais imunogénicas do virus para linfécitos T CD8 (LTCD8). Com os valores
de pontuacao definidos para cada HLA, foi gerado um valor de pontuacao final para o
repertorio de cada paciente. Para avaliar se o score de HLA dos pacientes
transplantados pode estar relacionado ao desfecho clinico, foi realizado um estudo
retrospectivo de caso-controle e foram analisados os prontuarios de pacientes (n=71)
que tiveram infeccao leve ou grave por HCMV. Observamos que os pacientes que
tiveram infecgao grave por HCMV (n=31) apresentaram menores valores de score no
repertério de HLAs do que pacientes com infeccao leve por HCMV (n=40).
Observamos também que o score do repertério de HLA dos pacientes com HCMV

correlaciona-se negativamente com a producdo de IL-10 e IL-17A por linfécitos T



especificos. O estudo do repertorio de HLAs e sua capacidade de apresentacao de
antigenos predita in silico pode ter valor prognéstico de infecgdes graves por HCMV

apos o transplante.

Palavras-chave: HLA, Transplante, HCMV, bioinformatica



ABSTRACT
Human cytomegalovirus (HCMV) is a common human herpesvirus in most cases

asymptomatic in the immunocompetent population. In cases of immunosuppression
such as in transplantation, HCMV infection can reactivate and affect the outcome of
the transplantation, causing changes in the clinical status of patients. Despite being
recurrent, it is unknown why some transplanted patients with HCMV reactivation
develop the infection severely than other patients even using the same protocols and
treatments. To better understand the immune response of individuals with different
outcomes in the infection, we selected transplanted patients with HCMV reactivation
classified as mild infection (asymptomatic infection and less than 25 days of
hospitalization) or severe (symptomatic infection and more than 25 days of
hospitalization). Blood samples collected for flow cytometry analysis were stimulated
with a specific peptide library for CD8 T lymphocytes (LTCD8) containing epitopes
designed in silico with immunodominant regions of the five most immunogenic HCMV
proteins. The results of the flow cytometry analysis demonstrated that patients who
had severe infection by HCMV presented higher TNF production and increased
expression of CD57 by CD8 lymphocytes (LTCD8) when compared to the group with
mild infection. Furthermore, during the course of the study we observed that the HLAs
used in the construction of the peptide library could be studied as a severity prediction
tool. We created a score based on the number of high and intermediate affinity that
each HLA molecule performs with CD8 T lymphocytes (LTCD8) epitopes of the 10
most immunogenic proteins of the virus. A score was created for each class | HLA and
a value generated for each patient's HLA-I repertoire. To assess whether the HLA
score of transplanted patients may be related to clinical outcome, a retrospective case-
control study was performed and the medical records of patients (n=71) who had mild
or severe HCMV infection were analyzed. We observed that patients with severe
HCMV infection (n=31) had lower HLA repertoire scores than patients with mild HCMV
infection (n=40). We also observed that the score of the HLA repertoire of patients with
HCMV negatively correlate with the production of IL-10 and IL-17A by specific T
lymphocytes. Studying the repertoire of HLAs and their ability to present antigens
predicted in silico may have prognostic value for severe HCMV infections af* -

transplantation.

Key Words: HLA, Transplant, HCMV, bioinformatics
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1. INTRODUCAO
1.1 Transplante

O transplante é o procedimento destinado a substituicdo de um érgéo ou tecido
comprometido funcionalmente por outro saudavel. No inicio do século XX ja existiam
tentativas de transplante de 6rgaos néo vitais, como por exemplo enxertos de pele.
Mas, apenas em 1954, o médico cirurgido Joseph Murray realizou com sucesso o
primeiro transplante de rim entre gémeos idénticos e por essa razédo, ndo houve
rejeicao (BARKER, 2013). Esse feito so foi possivel por meio da observacao feita pelo
Dr. Murray de que os enxertos de pele realizados entre gémeos idénticos nao
apresentavam rejeicao (COSIMI, 2006). Esses achados estimularam pesquisas que
buscaram entender o motivo pelo qual o0 mesmo sucesso nao era observado em
transplantes entre individuos n&o idénticos na expectativa de tornar o transplante uma
realidade na medicina (Morris, 2004).

Da inquietagao quanto ao fato de haver rejeicdo entre transplantes de pele
entre individuos n&o aparentados, Medawar iniciou seus estudos nos mecanismos
envolvidos na rejeicadco (MEDAWAR, 1944). Ao examinar o0s enxertos
histologicamente, ele descobriu que no inicio, ambos os autoenxertos e aloenxertos
cicatrizaram e ficavam vascularizados, mas alguns dias depois, os aloenxertos eram
infiltrados com células imunes e rejeitados logo depois (MEDAWAR, 1945). A
descoberta desses densos infiltrados de linfocitos no tecido do aloenxerto inaugurou
a era da imunologia celular tendo estabelecido sem duvida, que a rejeicao ao enxerto
se tratava de um fendmeno imunolégico e que algum antigeno especifico, que diferia
entre os individuos, era a causa da rejeigcao (MALE, 2021).

Apesar dessas descobertas, a dificuldade de se obter éxito em transplantes
entre individuos nao idénticos e nao integrantes da mesma familia permaneceu por
muitos anos (LAMB, 2000). Mas, avangos importantes ocorreram, como a
identificacado do sistema ABO e, mais tarde, do sistema HLA/MHC. Nesse sentido, trés
importantes cientistas fizeram histéria com suas descobertas na area, George D.
Snell, Jean Dausset e Baruj Benacerraf. Com estudos em camundongos isogénicos,
o geneticista norte-americano George Snell demonstrou que genes distintos dentro de
um locus especifico chamado de complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
eram o0s responsaveis pela rejeicdo de transplantes (GORER, LYMAN & SNELL,

1948). De forma independente, Baruj Benacerraf também demonstrou que o controle
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genético da atividade imunoldgica associada a rejeigéo era associado a um complexo
de genes de resposta imune denominado a época como IR (Immune Response
genes), ou seja, o MHC (BENACERRAF & GERMAIN, 1978). Ja o clinico francés,
Jean Dausset fez seus estudos em analises familiares e descobriu o HLA (antigeno
leucocitario humano), molécula analoga ao H-2, ou MHC, no camundongo. Por suas
contribuigdes a ciéncia do transplante, em 1980, os Drs. Snell, Dausset e Benacerraf
receberam o Prémio Nobel, “por suas descobertas sobre estruturas geneticamente
determinadas na superficie celular que regulam as respostas imunoldgicas” (COSIMI,
2006).

Vale ressaltar que o trabalho de Benacerraf forneceu as principais pistas para
que fosse descoberto que o HLA nao estaria apenas envolvido na rejeicdo a
transplantes, mas seria fundamental para propria ativagao dos linfocitos por qualquer
antigeno. Conforme mais descobertas realizadas adiante por Peter Doherty e Rolf
Zinkernagel, o reconhecimento de qualquer tipo de antigeno que é feito pelas células
T é restrito ao proprio MHC do individuo. Em outras palavras, a ativacdo das células
T é determinada pelo MHC proéprio acoplado com o antigeno estranho e expostos na
superficie celular (ZINKERNAGEL & DOHERTY, 1979). Devido ao HLA desempenhar
um papel importante na regulagao da fung¢do imunoldégica, na determinagao do proéprio
e do nao-proprio, a tipagem do HLA é de extrema importancia, ndao s6 para o
transplante de 6rgaos soélidos e de células-tronco hematopoiéticas, como na medicina
transfusional como um todo (MADDEN; CHABOT RICHARDS, 2019). A tipificagao dos
HLAs do doador, aquele que doa um o6rgéo ou tecido no transplante, e do receptor,
aquele que recebe, avalia o grau de incompatibilidade entre eles. Isso porque a
maioria das rejei¢cdes de transplante sdo mediadas por anticorpos direcionados contra
antigenos HLA do doador, expressos na superficie das células do érgao transplantado
e que nao pertencem ao receptor (GARCES et al, 2017). Com isso, o conhecimento
dos tipos de HLA do doador e receptor € necessario para monitorar o desenvolvimento
de anticorpos anti-HLAs especificos do doador e rejeicdo mediada por anticorpos pos-
transplante (MADDEN; CHABOT RICHARDS, 2019).

Embora essas descobertas preparassem o caminho para que o transplante se
tornasse uma realidade na medicina, o problema da rejeicdo aos transplantes
comecou a ser contornado a partir do final da década de 1950 inicio de 1960, com o
desenvolvimento dos imunossupressores (MALE, 2021). Estudos iniciais

descreveram o efeito dos corticosterdides e anticorpos contra linfécitos em prolongar
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os enxertos, abordagens que ainda estdo em uso clinico até hoje. (BILLINGHAM,
KROHN, & MEDAWAR, 1951; LEVEY & MEDAWAR, 1967 E MALKOVSKY et al.,
1986).

Os corticosteroides sao anti-inflamatérios e bloqueiam a producgéao de citocinas
pré-inflamatérias, como por exemplo IL-1 e IL-6, pelas APCs e sao usados
principalmente para prevenir a rejeicdo aguda, mas o seu uso possui muitos efeitos
colaterais como hipertensédo, ulceras, diabetes, cataratas e susceptibilidade a
infeccbes (COSTA, H et al. 2002). Por ter efeitos em células importantes para a
resposta do individuo de uma maneira geral, geralmente sdo administrados logo apds
o transplante para prevenir a rejeicdo aguda, ou uma rejeigéo estabelecida (COSTA,
H et al. 2002).

A ciclosporina foi o primeiro composto a inibir os linfécitos de forma especifica
e reversivel. Os responsaveis por sua descoberta foram Jean Borel e colaboradores
na década de 1970 (GARCIA, et al., 2004). Consiste em um polipeptideo ciclico
derivado de um fungo encontrado na Noruega, seu mecanismo interfere nos eventos
dependentes de calcio que possibilitam a ligagdo do antigeno ao receptor de linfocito
T (TCR) e também impedem a transcrigao do gene IL-2 (COSTA, et al. 2002; GARCIA,
et al., 2004). Com sua capacidade supressora confirmada, a ciclosporina foi a primeira
droga isolada capaz de controlar a rejeicdo. Cabe ressaltar que, em pacientes
transplantados, a monitorizacdo constante da taxa de concentragao plasmatica das
drogas imunossupressoras € imprescindivel para que se mantenham niveis
adequados para evitar a rejeigdo e, ao mesmo tempo, abaixo do limite de toxicidade,
para que nao haja complicagdes como nefrotoxicidade (VERLEDEN, et al., 2002).

Na década de 1980, o transplante de o6rgaos sdlidos entrou na era da
ciclosporina com os primeiros resultados positivos no transplante de coragao. Desse
periodo em diante, os imunossupressores comecaram a evoluir, apresentando maior
especificidade e menores efeitos colaterais. Esses avangos possibilitaram aumento
no numero de transplantes e, mesmo com novos exames e critérios desenvolvidos
para melhorar o procedimento, o risco de rejeicao ainda permanece uma realidade
para os pacientes transplantados (SCHAFER, 2001).

Em pacientes transplantados, a administracido dos imunossupressores diminui
as chances de rejeicdo. No entanto, o tratamento atinge o sistema imunolégico como
um todo, aumentando a susceptibilidade as infecgdes, as quais podem diminuir o

sucesso do transplante (FISHMAN, 2010). Essas infecgcbes podem ser novas,
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adquiridas pos-transplante, ou ainda podem ser reativacao de infeccbes latentes,
como no caso das infecgdes virais causadas pelo citomegalovirus humano (HCMV),
virus Epstein-Barr (EBV), poliomavirus BK, virus da hepatite B (HBV) e virus da
hepatite C (HCV) (FISHMAN, 2010). Das infec¢des oportunisticas nos transplantados,
o HCMV é uma das mais importantes. O HCMV é um adenovirus comumente
encontrado em individuos de todas as idades, mas pouco conhecido, provavelmente
por ndo causar sintomas graves na populagao imunocompetente (CANNON, 2010).
Entretanto, em individuos imunocomprometidos o virus pode provocar consequéncias
graves (CANNON, 2010).

1.2 A infecgcédo por HCMV

A transmissao do HCMV ocorre pelo contato com fluidos biolégicos infectados,
ou seja, contato direto ou intimo, via placenta e em procedimentos como transplante
de érgdos ou medula e transfusdo de sangue (GRANATO, 2001). A infec¢ao pelo
HCMV na populagédo imunocompetente na maioria das vezes nao manifesta sintomas,
e quando presentes os sintomas séo leves, como febre, tosse e fadiga e, em casos
raros ha presenga de sinais como linfadenopatias, sindrome da mononucleose
infecciosa e linfocitose periférica (AAPC, 2015). Pode-se classificar a infecgdo pelo
HCMV em trés diferentes formas clinicas: infeccao, quando é possivel detectar o virus
no sangue e ndo necessariamente acompanhado de sintomas; infec¢ao “recorrente”,
quando ha episddios de reativagao do virus latente e presenga de sintomas leves; e a
doenga por HCMV em que ha deteccéo do virus no sangue e em tecidos somado a
sinais e sintomas clinicos avangados como febre alta, dor de cabeca, dor muscular,
dor de garganta, nauseas, dor abdominal, dificuldade em se alimentar e aparecimento
de Uulceras no aparelho digestivo (Manandhar, et al., 2019). Em individuos
imunocomprometidos como gravidas, portadores de HIV e receptores de transplantes,
a infecgdo pode ser ainda mais grave e comprometer o funcionamento de diversos
orgaos como figado, bago, provocar coriorretinite e afetar o sistema nervoso central
causando mielite e encefalite (LENG, 2020; GOKCE, 2020; KAMINSKI, et al. 2016;
ROMAN, 2014).

No caso de infeccdo na gestagdo, o risco maior é da crianga, a infec¢ao
congénita por HCMV que contribui para o desenvolvimento de malformagbes
congénitas (GOKCE, 2020). De acordo com o CMV Resource center do Centro de
Controle e Prevencao de Doencgas dos EUA (CDC, 2016), de 1 a cada 5 bebés com
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infeccao congénita por HCMV ao nascer pode apresentar alguns sintomas como
erupcao cutanea, ictericia, microcefalia, perda de peso, hepatoesplenomegalia e
retinite. Além disso, podem apresentar problemas de saude a longo prazo, como por
exemplo a perda da audicao, atraso no desenvolvimento motor, perda de visao e
convulséo.

Em individuos portadores de HIV, a infec¢cao por HCMV pode se estabelecer de
forma grave e causar uma inflamacao sistémica, que facilita a progresséo da doenca
por HIV (ADLAND, et al. 2015). Estudos in vitro sugerem que a infec¢cao por HCMV
pode favorecer a entrada do HIV em células CD4+, por meio do aumento da presenca
do CCRS5, principal correceptor do HIV e, por isso, contribuir com a disseminacao do
préprio virus HIV pelo corpo (JOHNSON, et al. 2014). Além disso, a infecgcéo por
HCMV provoca a indugao de citocinas pro-inflamatérias como IL-2, IL-6 e TNF-q, que
contribuem com a reativacao e replicagao do HIV latente nas células (OSBORN, et al.
1989).

1.3 Epidemiologia da infec¢cao por HCMV
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Figura 1. Dados de soroprevaléncia do HCMV no mundo com estudos realizados entre
2003-2015. (Adland et. al —2015)
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Um estudo realizado em 2015, conduzido por Adland et.al (Figura 1), reune
dados mundiais publicados entre 2005-2015 sobre a soroprevaléncia do HCMV em
adultos entre 16-50 anos em diversos paises. Esse estudo demonstrou que nos EUA,
Australia e Europa a soroprevaléncia do virus esta entre 36-77%, em contrapartida,
em paises em desenvolvimento, como Brasil e Africa do Sul, a prevaléncia se
aproxima de 100% nos adultos (ADLAND, et al. 2015).

No continente europeu, um estudo conduzido na Alemanha estimou que a
soroprevaléncia do HCMV na populag¢ao adulta € em torno de 56,7% (LANCHMANN,
et al, 2018). Ja os individuos entre 70-79 anos apresentaram uma soroprevaléncia
maior (63,7% homens e 77,6% mulheres), quando comparado com adultos entre 18-
29 anos (31,8% homens e 44,1% mulheres). Esta soroprevaléncia encontrada na
Alemanha é semelhante a encontrada nas populagdes de paises como a Franca
(ANTONA, et al, 2010) e a Noruega (KORNDEWAL, et al, 2015). No entanto, foi
observado uma soroprevaléncia de 77% nas populagdes dos paises como Portugal
(LOPO, et al, 2011), Croacia (VILIBIC-CAVLEK, 2016), e 83% na Suécia (OLSSON,
2017).

Em relacédo aos individuos portadores de HIV, uma coorte conduzida no oeste
da Africa mostrou uma maior prevaléncia de HCMV em individuos positivos para HIV
(HIV+), quando comparado com controles HIV negativos (HIV-) (COMPSTON et
al.,2009). Foi levantada a possibilidade de que a imunossupressdo causada na
infeccao por HIV seja um fator de risco direto para infecgdo por HCMV, em estudos
realizados por Viljoen e colaboradores em 2015, foi observado que a
imunossupressao quando presente nos individuos soropositivos favorece a reativagao
do HCMV (Viljoen, et al., 2015).

Em 2011 nos EUA, o més de junho foi estabelecido como més da
conscientizagdo do HCMV, com campanhas para gravidas, familiares e profissionais
da saude visando reduzir o numero de infegbes. Nestas campanhas sao abordadas
as formas de prevengao a infecgdo como habitos de higiene e evitar contato com
fluidos bioldgicos de pessoa contaminadas (CDC, 2011). Semelhante aos EUA, o
Reino Unido possui um programa do governo chamado “CMV action” que busca
conscientizar a populagao por meio da apresentacdo de dados anuais da evolugao
em tratamentos e medidas de prevengao (CMV action, 2019). No Brasil até o momento

nao ha nenhum projeto de conscientizagdo acerca desta doenca.
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A maioria dos estudos de soroprevaléncia do Brasil sdo direcionados para grupos
de imunocomprometidos, como gestantes e transplantados (GARCIA, et al, 2018;
SPANO, et al, 2002; SPANO, et al 2004). Um estudo que abrange populagbes de
gestantes e puérperas de 23 estados brasileiros foram compilados e apontaram que
grande parte destas mulheres estudadas (>75%) apresentavam sorologia positiva
para o HCMV (SERRA, 2009). Um estudo com individuos transplantados realizado no
Hospital Israelita Albert Einstein, avaliou que em 209 transplantados de rim, apenas
11,5% eram IgG negativos (IgG-) para HCMV antes do transplante. A prevaléncia de
reativacdo do HCMV no pés-transplante entre estes pacientes foi de 63,4%, e dentro
desta porcentagem, 43,7% tiveram infeccdo com sintomas leves e 52,3% doencga
grave (sendo 9,3% doenga invasiva) (MOURA, et al, 2015). Outro estudo por Kuo, et
al. (2010), estudou a sorologia em mais de 20 mil pares de receptores (R) e doadores
(D) renais quanto a presenca de IgG: D+/R+= 47,7%; D-/R+= 24,1%, D+/R-= 18,2%,
D-/R-=10,3% (KUO, et al. 2010). Apesar de haver trabalhos que descrevem dados
epidemiologicos de HCMV no contexto de transplantes, faltam estudos para entender
o quanto a infecgao por HCMV pode impactar o individuo e quais os fatores de risco
associados a diferentes apresentagdes clinicas. Por exemplo, se a reativagao do virus
permanece constante, o que determina a evolugéo leve ou grave, ou se em infecgbes
mais graves as sequelas permanecem, para que se possa avaliar o impacto do virus
na sobrevida do enxerto a longo prazo (MANICKLAL, 2013).

1.4 A infeccdo por HCMV no contexto do transplante

Em pacientes transplantados, o HCMV é um dos maiores causadores de
infecgcbes oportunisticas pos-operatorias. Pode causar sintomas locais e sistémicos e
trazer efeitos diretos e indiretos ao enxerto. Os sintomas da infecgdo podem variar
desde os sintomas comuns (febre, tosse e fadiga) até acometer 6rgéaos especificos
causando, por exemplo, retinite nos olhos, inchago do bago, encefalite no sistema
nervoso central e oclusdo nos alvéolos pulmonares (KAYE, 2021). Embora os sinais
mais comuns sejam viremia e neutropenia, apresentagdes mais preocupantes podem
ocorrer como a presenga da inflamagao nos tecidos e enxerto (colite, retinite), o que
pode aumentar a predisposicdo a outras infeccbes e a efeitos cronicos como a
vasculopatia coronaria acelerada, provocando estreitamento do lumen arterial,
consequéncia do infiltrado de células inflamatdrias que levam ao aumento da
espessura das artérias (FISHMAN, et al. 2007; RICHARDSON, et al. 1981). Além
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disso, alguns estudos destacam que a presenga da viremia em pacientes
transplantados pode estar relacionada com a diminui¢gdo na fungao do enxerto a longo
prazo. Por isso, nesses casos, a monitorizagcdo da viremia através do “tratamento
preemptivo” € imprescindivel. O tratamento preemptivo consiste no monitoramento da
carga viral no sangue via reagcédo em cadeia da polimerase (PCR), para que, caso seja
detectada a replicagao viral, o tratamento com drogas antivirais adequadas possa ser
iniciado antes mesmo do inicio de sintomas (MOURA, 2015)

Na infecgao por HCMV, os medicamentos mais utilizados para o tratamento sao:
o ganciclovir, valganciclovir, foscarnet (muito usado no tratamento de trombose na
presenga da infecgdo) e cidofovir. Todos eles sé&o antivirais e inibem a atuagéo da
polimerase no processo de replicagao viral (SMITH, 2019). Apesar de disponiveis e
utilizados na clinica, esses inibidores apresentam alta toxicidade hematopoiética e
baixa biodisponibilidade, o que restringe o uso em gravidas e recém-nascidos com
infeccdo congénita, por isso, o tratamento varia de acordo com a condigéo clinica de
cada paciente (LIUNGMAN, 2011).

Em 2019 o Food and Drug Adminstration (FDA) aprovou o uso profilatico do
Letermovir, um inibidor da terminase do HCMV, proteina importante na maturacao do
DNA do virus no capsideo. Porém, mesmo com o tratamento profilatico, 38% dos
pacientes apds o transplante desenvolveram infecgdo pelo HCMV. Mas, uma boa
estratégia tem sido combinar os inibidores da polimerase ja existentes, com o
Letermovir, no tratamento da infecgéo (LIGAT, 2018; KANO, 2000).
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1.5 Mecanismos da infec¢ao por HCMV

O HCMV pertence a familia Herpesviridae, onde estao incluidos também os virus
Epstein-Barr, Herpes Simplex e Varicela Zoster (Tabela 1). Como representado na
Figura 2, sua estrutura € composta por um envelope e suas proteinas, tegumentos
internos e externos e um nucleocapsideo icosaédrico que protege o material genético
do virus. O genoma do HCMV possui aproximadamente 240 kpb com duas regides
principais ao longo do DNA: os unique short segments (US) e unique long segments
(UL) responsaveis por codificar os genes que dao origem as proteinas do virus e que
sdo extremamente importantes para sua replicagdo e sobrevivéncia ao infectar as
células do hospedeiro (MURPHY, et al, 2008).

Tabela 1. Virus da familia Herpesviridae (Adaptado de DEBPRASAD, 2008)

Virus Tipo Subfamilia Células infect.

Herpes simplex -1 (HSV-1) | HHV-1 | Alphaherpesviridae [Células epiteliaise neurbnios

Herpes simplex -2 (HSV-2) | HHV-2 | Alphaherpesviridae -

Células, neurdnios ,

Varicela Zoster (VZV) HHV-3 | Alphaherpesviridae mondcitos, células
dendriticas, linfécitosTe B

Linfocitos T e B, células
Epstein-Barr (EBV) HHV-4 |Gammaherpesviridae| dendriticas,célulasNK e
células musculares

Maior parte das células

Citomegalovirus (CMV) [HHV-5| Betaherpesviridae [menos linfécitos,eosindfilos,
basdfilos e neutrofilos

Células T CD4+, neurdnios,
fibroblastos, células
epteliais, endoteliaise
células dendriticas

Roseolovirus HHV-6 | Betaherpesviridae

Linfécitos B, células

HHV-7 |Gammaherpesviridae| endoteliaise epiteliais,
queratindcitose fibroblastos

Herpes virus associaod ao
Sarcoma de Kaposi

O HCMV nao possui um tropismo celular especifico, ha uma grande variabilidade
de células que podem ser infectadas, como os fibroblastos, células endoteliais e
epiteliais, e células de linhagem mieloide (DUROSE, et al., 2012). De acordo com o
tipo celular, o virus pode adotar formas de entrada distintas principalmente por

intermédio dos complexos de glicoproteinas presentes no seu capsideo viral,
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contendo trés principais proteinas: a glicoproteina H (gH), glicoproteina L (gL) e a
glicoproteina B (gB) (Figuras 2 e 3). Em fibroblastos, o complexo formado por gH/gL
utiliza uma outra proteina associada, a glicoproteina O, que facilita a entrada nessas
células (WANG, et al. 2005). De modo distinto, para entrada em células epiteliais,
endoteliais, células dendriticas e macréfagos, o virus utiliza as glicoproteinas gH/gL
associadas a proteinas das regides do gene entre UL128-UL131
(gH/gL/UL128/UL130/UL131), formando um complexo pentamérico de entrada nas
células (RYCKMAN, 2008). As diferengas no tropismo celular também podem estar
relacionadas a essa variabilidade de glicoproteinas que podem ser expressas pelo
virus, por exemplo, uma proteina codificada pela regiao UL148 do virus modula a
expressao dos complexos glicoproteicos no capsideo, assim como dele¢des ou
mutacdes nessa proteina podem favorecer um complexo em relacdo a outro, e
interferir na capacidade de internaliza¢ao do virus (VAN DAMME, 2014).

O tropismo celular variado do virus também abrange os receptores especificos e
inespecificos presentes nas células-alvo. No caso dos receptores inespecificos, o
proteoglicano sulfato de heparan e a anexina Il interagem com as glicoproteinas virais
gB/gH mediando a entrada do virus na célula (COMPTON, 1993) (Figura 3).
Receptores especificos como CD209 (DC-SIGN - Dendritic Cell-Specific Intercellular
adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) presente nas células dendriticas e
macrofagos (HALARY, et al. 2002) e o receptor do fator de crescimento epidérmico

(EGFR), necessario para processos celulares de adesao, migracao proliferacdo e

Envelope proteins

Quter Tegument

Inner Tegument

Figura 2. Caracteristicas estruturais dos Herpesvirus. O HCMV faz parte da familia dos herpesvirus.
Entre os virus que constituem essa familia &€ possivel observar. o DNA como material genético.
presenca de envelope de proteinas, camadas de tegumento estrutural e o nucleocapsideo protegendc
o material genético. Adaptado de: Viral Zone, Swiss institute of Bioinformatics, 2017
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diferenciacao, interagem com a gB do HCMYV para a entrada do virus (WANG, 2003;
CHAN, et al. 2009). Outro fator de crescimento importante e envolvido na infec¢ao
pelo virus é o receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas alfa (PDGFRa),
gue possibilita a entrada do virus por vias alternativas (Figura 3), que nao necessitam
da interagcdao com as glicoproteinas e condi¢cbdes de pH adequadas (VANARSDALL, et
al. 2012). A metaloprotease CD13 também participa do processo de infec¢cao do
HCMV aumentando a interagédo do virus com fibroblastos, mondécitos CD14+ e
linfocitos TCD8+ (SODEBERG, et al. 1993). Além de receptores de glicoproteinas, o
HCMV possui uma proteina codificada pela regiao US9, que possibilita a
disseminacao do virus através do contato célula-célula entre células epiteliais.
(MAIDJI, et al., 1998).
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Figura 3. Visao geral da entrada do HCMV nas células-alvo. Complexos das glicoproteinas
do HCMV que interagem com os receptores dos fibroblastos (A), células epiteliais (B) e células
mielbdides (C) de maneiras distintas. Nos fibroblastos as glicoproteinas H, L e O (gH, gL e gO)
formam um trimero e se ligam ao fator de crescimento derivado de plaquetas-alfa (PDGFRa) e
seus co-receptores. Em células epiteliais gH e gL formam um complexo com 3 outras proteinas
UL128, UL130 e UL131 e se ligam a receptores especificos. Em células mieldides a ativagao
do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) é necessaria para o transporte do DNA
viral para o nucleo. Adaptado de GRIFFITHS & REEVES, 2021.
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O processo de transcricao dos genes do HCMV descritos na literatura baseia-se
preferencialmente na infeccdo em fibroblastos, a regulacdo do transcriptoma em
outras linhagens celulares ndo sao tao conhecidas (KAMINSKI, et al. 2016). Apds a
entrada do HCMV na célula, ocorre uma cascata de expressao dos genes, divididos
entre fases: genes “imediatos”, genes de fase inicial e genes da fase tardia. Os
imediatos (IE1 e IE2), atuam como iniciadores da replicagédo com o auxilio de outras
proteinas e componentes do tegumento viral e influenciam no ambiente celular para

favorecer a sintese de DNA. Os genes das fases “inicial”’ e “tardia” sao dependentes
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da sintese do genoma do virus, e sdo responsaveis pela transcrigdo de genes
associados a formacao e transporte dos virions para o citoplasma e continuagao da
maturacdo (COLBERG, 1996). A composi¢ao dos virions também depende do tipo de
célula infectada pelo HCMV, mas todos conservam a presenga das proteinas do
capsideo, tegumento e envelope viral (KAMINSKI, et al. 2016).

Durante esse processo de replicagéo, o virus utiliza mecanismos reguladores
para modular a transcricdo viral, que envolvem tanto fatores celulares quanto virais,
através da regiao “major immediate-early promoter” (MIEP) que contém motivos de
ligagao para fatores de transcrigao de ativagao (AP-1, NFkB) e represséao (SBP, PDX1)
celular (REEVES, et al. 2009). A atividade ou inibicdo dessa regido MIEP é
dependente da atividade da cromatina e de modificagbes em histonas, além de ser
controlada por algumas proteinas do tegumento viral (UL82) e a proteina pp65 (UL83),
conhecida como imunomoduladora, e que também atua na atividade transcricional do
MIEP. Além disso, a replicagao ou laténcia viral depende de fatores de transcricéo e
modulagdes estabelecidas pelas células do hospedeiro (MANANDHAR, et al. 2019).

Apo6s a entrada na célula e infecgcao primaria, o virus pode permanecer em
laténcia nas células endoteliais e células progenitoras mieoldides. Na presencga de
citocinas pré-inflamatérias como TNF e IFNg, proveniente da resposta inflamatéria,
como por exemplo uma nova infecgao ou lesao tecidual, pode ocorrer a reativagéo do
HCMV latente (SODEBERG, 1997). O mecanismo usado para reativagcdo do HCMV
ocorre principalmente pela atividade do fator de transcricdo NF-kB e AP-1, que irdo
promover a transcrigao das citocinas TNF e interferon do tipo Il e se ligar na regiao
promotora dos locais mais comuns de integracao viral (BENEDICT, et al. 2004). O
HCMV é classificado como um virus oportunista, voltando a se replicar e migrar para
os sitios de inflamacgéao para prosseguir com a infecgao em condi¢cdes desfavoraveis
ao sistema imune (CAPOSIO, et al. 2007).

1.6 Mecanismos de escape da infec¢ao por HCMV

O HCMV dispbe de mecanismos de evasao do sistema imune, por meio de
diversas proteinas. Essas proteinas identificam a presenga das citocinas TNF e
interferon do tipo 1, interferem no mecanismo de resposta imune do hospedeiro
bloqueando interagdes das células de defesa, diminuindo a proliferacdo dos linfocitos
T, impedindo a atividade fagocitica e migragdo dos macréfagos e mimetizam agao de

quimiocinas e citocinas para subverter a resposta imune (Figura 4) (MILLER-
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KITTRELL, 2009). A glicoproteina US2 e US11 promove a degradacé&o dos HLAs de
classe | (WIERTZ, 1996), e a glicoproteina US6 inibe o transporte de peptideos no
processamento de antigenos, e alguns outros genes reduzem a citotoxicidade da
resposta mediada pelas células em condigdes normais (JONES, 1996).

Além disso, proteinas virais como a IE1, IE86 e pp65 interferem na imunidade
mediada por IFN, diminuindo a expressao de fatores de crescimento estimulantes de
interferon (ISGFs) (MILLER-KITTRELL, 2009). A resposta inicial do IFN do tipo 1 ao
virus é desencadeada quando a célula detecta a ligagao e entrada viral, resultando
em uma indugéo precoce da sintese e secrecao de IFN. Em contrapartida, alguns
estudos demonstraram diferentes mecanismos pelos quais a proteina UL83 (pp65)
inibe a produgéo de IFN. A sinalizagao celular STING e o sensor dsDNA/cGAS foi
identificado como um importante mecanismo de defesa celular contra as infeccoes
virais. A interagdao da pp65 com a cGAS interfere no recrutamento de STING e a
consequéncia disso € a inibicdo da expressdo de IFN. A sinalizagdo STING e a
expressao de citocinas antivirais também podem ser inibidas através da interacao
pp65-IFI16 (proteina 16 indutivel por IFNg induzivel de STING) que interfere na
oligomerizacado dessa proteina, impedindo sua fungao (BIOLATTI, et al., 2018; LI, et
al, 2013).

Algumas proteinas (VMIA e vICA) também inibem a apoptose intrinseca e
extrinseca, e outras sdo homologas a receptores de quimiocinas, como a UL144, que
estimulam um perfil de resposta Th2 e recrutamento de Tregs, favorecendo um perfil
mais anti-inflamatoério, com maior chance de sobrevivéncia do virus (KAMINSKI,
2016).

Um outro mecanismo de evasdo promovido pelo virus € a diminuicdo da
expressao de moléculas co-estimulatorias na superficie da célula através da produgéo
de moléculas anti-inflamatérias, como a hcmvIL-10, uma proteina viral analoga ao IL-
10 do hospedeiro. Essa hcmvlL-10 produzida pelo préprio virus reduz a inflamacéo e
o recrutamento de células do sistema imune inato (CUNNINGHAM, et al., 2010). Por
exemplo, nas células dendriticas, a hcmvlIL-10 inibe a apresentacéo de antigenos; nos
macrofagos, interfere na via de sinalizacao intracelular PI3K / AKT / mTOR importante
na regulagédo do ciclo celular e liberagcado de citocinas (SPENCER, 2007). Ela ainda
diminui a expressao dos receptores CD11b/CD11c importantes na atividade fagocitica
(GAFA, et al., 2005) e bloqueia a expresséao de receptores de quimiocinas importantes
na migragao celular, como CCR1 e CCR5 (FRASCAROLI, et al., 2009).
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A variagao génica e imunomodulagéo associada aos diferentes tecidos que o
HCMV infecta podem ser também controlados pela presenca de alguns microRNAs
que foram descobertos recentemente, como o HCMV-miR-UL112-3, que diminui a
expressao dos TLR2 nos monécitos e fibroblastos, afetando a via de sinalizagao do
NFkB, e alterando a producéao das citocinas IL-6, IL-8 e IL-1b (MANANDHAR, et al.,
2019).

Portanto, além das interagbes com o hospedeiro, a efetividade do sistema
imunolégico do individuo é de grande importancia na resposta a infec¢ao. A resposta
imune contra o HCMV é composta por algumas proteinas celulares intrinsecas
chamadas de fatores de restricdo, que sao capazes de interferir em pontos de
replicacao viral, atenuando ou bloqueando a possivel infeccdo quando ha invasao de
patéogenos. Esses fatores podem ser considerados parte da resposta imune e na
presenca de interferon (IFN) sao estimulados a responder contra componentes virais
presentes na célula (YAN, et al., 2012). Alguns desses fatores caracterizados e
associados a resposta contra a infec¢cao pelo HCMV sao a proteina 16 indutora de
interferon (IF116) que inibe a replicagao do virus se ligando ao promotor da polimerase

(UL54), a proteina inibidora de virus, associada ao reticulo endoplasmatico, induzivel
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por interferon (RSAD2 ou Viperin) que atua nas fases mais tardias da replicag¢ao viral
(BIOLATTI, et al., 2018a; 2016; 2018); a Apolipoproteina B (APOBEC3), importante
também na infeccdo por HIV e que possui um efeito inibitério na replicacéo viral
(PAUTASSO, et al., 2018) e a Galectina 9 (Gal-9), que exerce papel imunomodulador
na resposta a outras infec¢des virais como EBV, MCMV, Influenza, HIV e dengue,
atuando como uma lectina antiviral bloqueando a entrada dos virions em outras
células do hospedeiro (MERANI, et al., 2015).

1.7 Caracteristicas da resposta imune ao HCMV

A entrada e replicacdo do HCMV nas células alvo permite que ele seja
reconhecido por células do sistema imune inato que buscam neutraliza-lo e contribuir
com o desenvolvimento da resposta imune adaptativa, através da apresentacédo de
antigeno para os linfocitos (figura 5). Os receptores de reconhecimento padrao tipo
Toll 2 (Toll Like Receptors 2 — TLR2), presentes na superficie das células imune
inatas, como as células dendriticas e os macrofagos, sdo capazes de reconhecer
principalmente as glicoproteinas B e H de envelope do HCMV promovendo a
fagocitose, autofagia, liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNF) e
quimiocinas como a CCL2, que favorecem o acumulo local de células inflamatérias
(COMPTON, et al., 2003). Além disso, sensores de DNA citosdlico presentes nessas
células, como o cGAS, ao detectar a presenga DNA viral no citoplasma, interage com
a proteina estimuladora de genes de interferon (STING), favorecendo a transcrigao de
interferon do tipo 1 (IFN-1), via fator de regulacao de interferon 3 (IRF3), ativando uma
resposta proé-inflamatéria com o recrutamento de outras células inatas, como as
natural-killer (NKs) (DINER, et al., 2016).
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Latent infection

As células NK sao caracterizadas pela presenca dos marcadores CD2, CD16,
CD56 e CD57, e auséncia dos marcadores CD3 (linfécitos T) e CD19 (células B). Elas
sdo de grande importancia na resposta do HCMV devido ao perfil citotoxico que leva
a lise de células infectadas e a liberagao de citocinas como TNF e IFNg (IFN do tipo
2), que podem interferir no processo de replicacao viral, além de ativar outras células
do sistema imune (BROWN, et al. 2008). Entretanto, o papel das células NK no
controle do HCMV é controversa. Foi observado em contextos clinicos que a auséncia
das NKs aumenta a susceptibilidade ao HCMV (BIRON et al; COTTINEAU et al, 2017).
Ja outro estudo demonstrou que células NKs isoladas do sangue nao foram capazes
de controlar a replicacao in vitro do HCMV (CHEN, 2016).

Subsequente a resposta imune inata, ha a formacdo da resposta imune
adaptativa. Os linfocitos B produzem anticorpos que neutralizam os virus interferindo
na adesao celular e capacidade de infecgcao viral. Foram encontrados anticorpos
especificos contra diversas proteinas do HCMV, como as proteinas do tegumento viral
(pp65 e pp150), gB e gH do envelope, e as proteinas néo estruturais IE1 e UL123 (IE-
1) (BRITT, et al., 1988). E foi também demonstrado a existéncia de anticorpos
neutralizantes contra o complexo pentamérico (gH/gL/UL128-131), desse modo, tem-
se um mecanismo que dificulta, ou neutraliza, a entrada do virus na célula (WANG,;
SHENK, 2005?;2005b).
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Os linfécitos T CD8+ (LTCD8+) séao cruciais na resposta contra o virus. Os
linfocitos especificos pra HCMV (LTCD8+/HCMV+) compdem uma porcentagem
significativa do total de LTCD8+, e LTCD4+, circulantes dos individuos soropositivos,
estimando-se em até 10% da populacdo da populagéo linfocitaria (SYLWESTER,
2005).

Apesar da grande variedade de proteinas do virus, a maioria dos estudos
conduzidos com linfécitos TCD8+ sdo feitos com a pp65 e a UL123 (SYLWESTER, et
al., 2005). Os linfocitos especificos para pp65 sdo detectados pouco depois do
desenvolvimento de anticorpos nos pacientes sintomaticos, e o primeiro fendtipo
desses linfécitos é de perfil citotoxico caracterizado por CD45RA-CD28-CD27+CCR7-
(VAN DE BERG, et al., 2008). O alto potencial citotéxico dos LTCD8+ é caracterizado
pela expressdao de marcadores CD56+ e CD57+ e pela presenga das moléculas
efetoras granzima B e perforina (Figura 6). A auséncia da expressao de CD45RA
significa a troca pela expresséo de CD45R0, que € um marcador de memoria celular.
A diminuigao na expressao de CD28 e CD27 indicam um perfil celular que passou por
divisbes, que pode ser detectado pela expressdo de Ki67, mas que continuam
produzindo citocinas, o que caracteriza um perfil efetor de LTCD8+. Por fim, a
auséncia da expressao de CCR7 é um indicativo de que essa célula foi ativada e nao
retornara para os 6rgaos linfoides (VAN DE BERG, et al., 2008).

Além disso, os LTCD8+ possuem fatores de transcrigao celular, sendo os mais
descritos T-bet, Eomes e Blimp-1. Em LTCD8/HCMV+, o T-bet é expresso em altos
niveis e Eomes/Blimp-1 em niveis intermediarios. Esses fatores de transcricao
induzem a produgcdo em grande quantidade de citocinas (IFNg e TNF-a) e de
granzimas B e perforinas (PEARCE et al, 2003; GLIMCHER et al, 2004)). Além disso,
o T-bet contribui para manter o estado funcional dos LTCD8+, impedindo a exaustao
celular e a propagacao da infec¢gado por HCMV (HERTOGHS, et al., 2010). A migragéo
de LTCD8+ para os sitios de inflamacédo depende da expressao de receptores de
quimiocinas, como o CCR5, e para interacdo com as células endoteliais os linfocitos
expressam o receptor 1 de quimiocina CX3C (CX3CR1) (BUGGERT, et al 2014).

Por meio de estudos, feitos inicialmente com infeccao do citomegalovirus em
murinos (MCMV), foi observado que o LTCD8/HCMV+ tende a aumentar com o passar
dos anos, sem a retracdo de sua populacdo. Esse mecanismo foi denominado
“‘memory inflation” sendo também observado em humanos (KARRER, et al., 2003).

Tal fenbmeno pode estar relacionado com a reversao do marcador de memoaria central
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(CD45R0O) em naive (CD45RA) que é observado no HCMV e que ndo se aplica a
todas as infecgdes virais cronicas como EBV e HIV (DERHOVANESSIAN, et al., 2011;
KUIJPERS, et al 2003). No contexto de “memory inflation" é observado um aumento
na diversidade do fenétipo dos linfécitos LTCD8/HCMV+ apds a resolugao da infecgao
aguda. Os linfécitos T efetores de memodria (Tem) ao invés da retragdo, sofrem
expansao em comparag¢ao com os demais linfécitos e migram para o sangue e 6rgaos
como figado e pulmé&o. Por outro lado, na auséncia do fenbmeno a presenca do Tem
é reduzida no bago e em tecidos periféricos até que haja um novo desafio antigénico.
(KLENERMAN; OXENIUS, 2016).

A presencga de receptores inibitérios como PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3 e
CD160, pode modular a diferenciagdo fenotipica da célula (BLACKBURN, et al.,
2009). Por exemplo, durante a fase latente do HCMV, a expressdao de PD-1 por
LTCD8+ é mais baixa que em outras infecgdes virais como EBV, HBV, e quando
comparado com os receptores inibitérios presentes em linfocitos durante a infecgao
por HIV, os LTCD8/HCMV+ possuem menor expressao de PD-1, TIM-3 e CD160, o
que também pode estar relacionado com a sobrevivéncia dessas células por mais
tempo (HERTOGHS, et al., 2010; SAUCE, et al., 2007; BUGGERT, et al 2014).
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da célula, enquanto receptores de superficie modulados ou nado expressos estdo
representados em cinza no lado direito da célula (VAN DEN BERG SPH, et. al 2019).

Ja os linfécitos LTDC4+ especificos para HCMV (LTCD4/HCMV+) nao
possuem tanta diversidade populacional em comparagdo com os LTCD8/HCMV+ e
nao fazem parte do fendmeno de “memory inflation”, mas isso nao diminui a
importancia da presenca deles na resolucdo da infeccao (EINSELE, et al., 2002).
Essas células respondem as mesmas proteinas virais que o linfocito LTCD8/HCMV+,
principalmente a gB, gH e pp65, mas outras ja foram identificadas, como a IE-1
(KERN, et al., 2002). No 7° dia, pico da infec¢ao, essas células comegam a produzir
citocinas como TNF, IFNg e IL-2. De forma geral, os LTCD4/HCMV+ auxiliam na
manutencdao e mecanismo efetor dos linfocitos LTCD8/HCMV+ e na producéo dos
anticorpos (RENTENAAR, et al., 200).

Uma caracteristica interessante dos LTCD4/HCMV+ é a auséncia do receptor
co-estimulatério CD28, o que geralmente nao é visto na maioria dos LTCD4+ (Lim,
EY, et al.,, 2020). A especificidade e caracteristica dos LTCD4+CD28- varia entre os

individuos, mas é sugerido que a presenca desse fenotipo esta relacionada a
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infec¢des virais crénicas (APPAY, 2002; TOVAR-SALAZAR, et al., 2010). Esse
fenétipo foi encontrado no sangue periférico dos individuos positivos para HCMV
(FLETCHER, et al., 2005) e foi observado ex vivo que os LTCD4/HCMV+CD28-
especificos para glicoproteina B tem a capacidade de proliferar, secretar IFNg e
expressar granzima B e, portanto, essas células exercerem atividades citotdxicas
(VAN LEEUWEN, et al., 2004;2006).

Como descrito acima, tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa tem suas
contribui¢cdes para a resolugédo da infeccao por HCMV. E para a ativagao adequada
dos linfécitos T € necessario que o receptor de linfocito T (TCR) reconhega o antigeno
do HCMV apresentado via moléculas do antigeno leucocitario humano (HLA) presente

em células apresentadoras de antigenos (DELVES, 2018).

1.8 Papel do HLA na infec¢cao por HCMV

As moléculas do HLA sao codificadas pela regidao mais variavel do genoma
humano, conhecido como HLA, mas também denominado complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) em camundongos. O HLA esta localizado no brago curto
do cromossomo 6 (figura 7), entre as regides compreendidas por esse complexo estao
divididos os HLAs de Classe | que codificam trés cadeias pesadas distintas: HLA-A,
HLA-B e HLA-C. As moléculas de HLA-I sdo expressas constitutivamente em todas
as células nucleadas presentes no corpo e sao responsaveis por expor peptideos de
proteinas que sao processadas no interior das células (NATURE, 2009).

Chromosome 6
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Figura 7. Representacao do locus HLA no brago curto do cromossomo 6 (MEDHASI, et al.,
2022).
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A expressao desses genes € regulada por moléculas trans ativadoras de
classe | (CITA) e o fator de transcricdo NFKB que em conjunto com varios outros genes
também ajustam a funcdo e producdo dessas moléculas nas células e tecidos
(MEISSNER, et al., 2012). Como a expressdo dos HLAs é codominante, cada
individuo & capaz de expressar os 2 alelos de cada HLAs-A, B e C na superficie
celular, de acordo com sua hereditariedade genética. Com isso a diversidade de
combinagdes entre esses alelos € imensa tornando possivel uma maior variabilidade
de interacbes com os diversos peptideos a serem apresentados (MESTER;
HOFFMAN, 2011).

O processamento de antigenos para o MHC de classe | se inicia pela agcao de
complexos enzimaticos intracelulares chamados proteassomos, responsaveis por
fragmentar proteina sem citoplasmaticas em peptideos que posteriormente serao
transportados ao reticulo endoplasmatico pelas proteinas associadas ao
processamento (TAP 1 e TAP 2). No reticulo endoplasmatico o peptideo se encaixa
na fenda de ligacao, presente na superficie do HLA que esta sendo sintetizado.

A estrutura do HLA de classe | € um heterodimero, similar ao formato de uma
taca, que fica ancorada na superficie das células nucleadas, compostas pela cadeia
al, a2 e a3 e a cadeia invariante B2-microglobulina que confere estabilidade a
estrutura da molécula para se fixar na membrana celular (Figura 8) (BJORLMAN, et

al., 1987). A parte superior do HLA (formada pelos dominios a1 e a2) forma uma fenda

Peptide binding cleft
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Figura 8. Estrutura da molécula de HLA de classe | (MEDHASI, et al., 2022).
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constituida por aminoacidos que criam um padrdao em cada alelo, essa fenda é o local
de encaixe dos peptideos proprios e nao proprios processados pela célula. O HLA
torna-se estavel com a presenca desse peptideo. Os peptideos serdo transportados
para a membrana celular para apresentacdo aos linfocitos TCD8+, através da
interagcdo com o receptor de linfocitos T (TCR) (EREN; TRAVERS, 2000). Os
peptideos processados precisam se ligar fielmente a poucos aminoacidos da fenda,
chamados de residuos ancora, o que permite grande repertério de apresentacao de
antigeno (HAMMER, et al., 1994).

Além da importancia do HLA na apresentacéo de antigenos virais, ele tem papel
central na rejeicéo de érgaos transplantados. Devido ao grande polimorfismo dos loci
do HLA, que também é etnicamente estratificado, encontrar doadores compativeis
para todos os HLAs é muito dificil, realidade que vem mudando por meio da tipagem
do HLA e da criagéo de bancos de doadores (RUBINSTEIN; HILLYER, 2012).

Em pacientes imunossuprimidos, a infeccao por HCMV pode provocar efeitos
relacionados ou nao ao sistema imune, que podem interferir na integragao do enxerto
ao paciente. Os efeitos relacionados ao sistema imune s&o a presencga de anticorpos
anti-HCMV de uma infeccao prévia que podem reagir com antigenos virais expressos
na membrana das células do enxerto transplantado. Além disso, citocinas como IFNg
e TNF possuem sabidamente uma fungao antiviral, promovendo a diferenciagcao de
monaocitos em macréfagos com o objetivo de resolver a infecgdo. Por outro lado, os
mecanismos de ativacdo de mondcitos infectados com HCMV na forma latente irdo
promover a reativacdo viral (SODEBERG, 1997).

Outros efeitos do HCMC nao relacionados ao sistema imune sao a ativacao de
vias angiogénicas, proliferativas e pro-coagulantes. Por exemplo, uma grande
quantidade de proteinas estimuladas pelo HCMV em fibroblastos e células endoteliais
€ capaz de modificar o ambiente extracelular: fatores de crescimento como o TGF-
beta, citocinas (IL-6, IL-5, IL-1b e outras) e quimiocinas, proteinas do remodelamento
da matriz extracelular como as metaloproteinases (MMPs 1, 2, 3 e outras), catepsinas
(B, D, F e outras) e diversos outros fatores de reparo e angiogénese (DUMORTIER,
2008; FOLKMAN, 2003). A indugao desses fatores durante uma infecgdo por HCMV
apods o transplante promove a permanéncia do virus, favorece a proliferacao e
migragdo das ceélulas para o sitio de infecgdo, causando acumulo celular e
consequentemente a obstrugao dos vasos, prejudicando a sobrevida do enxerto
(STREBLOW, et al., 2008).



36

O desenvolvimento de vacina contra o HCMV ainda € um desafio. Entretanto,
devido a possibilidade de resisténcia medicamentosa as drogas ja existentes para
tratamento, a vacina seria uma boa alternativa na diminuicdo da morbimortalidade
causada pelo virus. Porém, protocolos de vacinagao sao muito limitados para os
individuos imunocomprometidos, o que dificultaria adota-los como estratégia
profilatica (GUY EL HELOU; RAZONABLE, 2019). Os estudos de criagdo da vacina
para o HCVM desenvolvidos até hoje sdo da construgcdo e modelagem de
multiepitopos de alta afinidade através da imunoinformatica para reconhecimento por
linfécitos TCD4+, TCD8+ e linfocitos B, mas ainda sem um produto efetivo (VARUN
CHAUAN; MINI P SINGH, 2020).

A imunoinformatica, que combina imunologia experimental e ciéncia da
computacdo (TOMAR; DEY, 2018), tem crescido muito nos ultimos anos e novas
ferramentas fornecem a comunidade cientifica métodos de investigagdo nos mais
variados campos da ciéncia. Recentemente, estudos do mecanismo de apresentacao
e identificacdo dos epitopos imunogénicos de determinados microrganismos
trouxeram para o campo da pesquisa novas possibilidades de estudo das infecgdes e
busca de alvos terapéuticos. Investigar os epitopos do HCMV que sao mais
reconhecidos pelos linfocitos T pode auxiliar no entendimento da dinamica entre o
sistema imunoldégico e o virus e, identificar melhores estratégias de manejo clinico e
terapéutico para auxiliar no combate a infeccdo na forma grave em pacientes
imunossuprimidos (SLYKER, et al., 2009).

No contexto de processamento e apresentacdo de antigenos, ha muitos
programas e bancos de dados que auxiliam no estudo de cada uma das etapas. Os
estudos no desenvolvimento de imunoterapias baseadas em peptideos utilizam a
imunoinformatica em diferentes pesquisas contra doencgas infecciosas como hepatite
C, Herpes Simplex, Zika, Dengue, HIV e outras (CHAUHAN, et al., 2018; CHAUHAN,
et al., 2018; ALAM et al., 2016; ALl et al., 2017; PANDEY et al., 2018). Descobrir a
afinidade de ligagéo entre o repertorio de HLAs do individuo e os peptideos que serédo
apresentados ao TCR pode auxiliar por exemplo no desenvolvimento de vacinas cada
vez mais precisas e medicamentos mais eficazes.

Atualmente existem varias técnicas computacionais sendo utilizadas, como
rede neural artificial (ANN), modelos ocultos de Markov, matrizes de pontuag¢des
especificas (PSSMs) e amostragem de Gibbs. O modelo de rede neural artificial (ANN)

tém a funcao de calcular relagdo entre variaveis e auxilia na resposta a diversas
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perguntas bioldgicas, no entendimento sobre células, moléculas, vias regulatorias e
mecanismos de feedback fisioldgicos. Diversas sdo as organizag¢des que utilizam este
modelo, como por exemplo o Immuno Epitope Database (IEDB) que conta com
ferramentas de analise de epitopos, processamento de antigenos, entre outros
(RENGANATHAN, 2009).

JUSTIFICATIVA

O Brasil esta entre os paises que mais realizam transplantes no mundo, ficando
atras apenas do EUA em numeros absolutos. Ao mesmo tempo, também apresenta
umas das maiores taxas de soroprevaléncia para HCMV. Até o momento, nao é
totalmente entendido como o virus atua no sistema imune e altera a resposta ao
transplante. Poucos estudos avaliaram as diferengas na resposta imunoldgica entre
pacientes transplantados que evoluiram com desfecho positivo e negativo a infecgao
por HCMV. Essas informag¢des sdo cruciais para criagdo de imunoterapias mais
efetivas contra a infecgado por HCMV reduzindo a taxa de complicagdes infecciosas,
principalmente quando a condigdo doador+/receptor- ocorre. Além disso, a
diversidade no repertério de HLAs e sua capacidade de influenciar na resposta imune
contra o HCMV, principalmente em individuos imunossuprimidos, € pouco explorada.
O papel dos HLAs pode ser determinante no desfecho clinico favoravel do transplante
em contexto de infecgao por HCMV e se tornar uma importante ferramenta preditiva
no futuro. Neste contexto ha caréncia de ensaios experimentais que avaliem o padrao
da resposta imune celular especifica ao HCMV e caracterizem o perfil de citocinas que
sao produzidas em individuos imunocompetentes e transplantados, considerando
seus respectivos repertorios de HLAs. Investigar e compreender as diferengas entre
0 padrao de resposta imune do hospedeiro ao HCMV associados a cada repertério de
HLAs é uma estratégia inovadora que podera abrir espag¢o para desenvolvimento de

novas abordagens na profilaxia e tratamento desta infecgao.

2. OBJETIVOS

Avaliar a resposta imune especifica de células T CD8+ e a influéncia do
repertorio de HLA classe | nos desfechos clinicos da infeccao pelo HCMV pés-
transplante.
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2.1 Objetivos Especificos

e Elaborar um critério de separagao entre infecgao leve e grave baseado no
historico clinico dos pacientes

e Avaliar o fendtipo das células T CD8+ quanto a expressao de CD57 e CD107a
e produgado de citocinas (IFNg, TNF, IL-2, IL-10 e IL-17A), estimulados pela
biblioteca de peptideos nos pacientes recrutados.

e Avaliar se a produgédo de citocinas, especialmente IFNg, pode predizer a
evolugdo do HCMV pds-transplante.

e Criar um score de HLA baseado nos dados obtidos das interagdes de baixa,
intermediaria e alta afinidade de ligacao entre diferentes alelos e peptideos de
HCMV.

e Realizar um estudo retrospectivo de caso-controle aplicando o valor do score
de HLAs nos pacientes transplantados com histérico de infecgdo por HCMV e
avaliar a capacidade do score em prever o desfecho clinico encontrado.

e Verificar a correlagcao entre as células T CD8+ produtoras das citocinas IFNg,
TNF, IL-2, IL-10 e IL-17A e o score de HLA desenvolvido.

3. MATERIAIS E METODOS

O projeto em questdo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CAAE#
77877417.9.1001.5125) e conduzido no Laboratério de Imunoparasitologia (IMPAR)
do Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em colaboracdo com a Unidade de

Transplantes do Hospital Felicio Rocho.

3.1 Analise por bioinformatica e biblioteca de peptideos

Para avaliagdo da resposta imune, uma biblioteca de peptideos com diferentes
regides de 5 proteinas do HCMV consideradas imunogénicas para linfécitos T CD8+
(Sylwester, et al., 2005). As sequéncias com afinidade alta e intermediaria com mais
interacbes com diferentes HLAs de classe | foram escolhidas para comporem a
biblioteca. Como as moléculas de HLA interagem com todos os peptideos que sao

apresentados aos linfocitos, escolher os peptideos que mais interagem com os HLAs
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pode favorecer uma maior funcionalidade da biblioteca com peptideos especificos. Os
peptideos foram sintetizados pela Mimotopes (Mulgrave, Australia), com uma pureza
de 70%. Os peptideos da biblioteca foram reconstituidos em DMSO (20mg/mL) e

utilizados na concentragao final de 2ug/mL em cada ensaio.

3.1.1 Elaboracédo de um score para avaliacdo dos HLAs

Para a composicao de uma classificacdo da capacidade dos HLAs interagirem
com o HCMV, foram escolhidas 11 proteinas do virus: UL48, UL55, UL29, UL32,
UL28, UL83 (pp65), UL122, UL123, US3, US29 e US32. A escolha destas proteinas
se baseou no potencial imunogénico, conforme descrito por Sylwester, et al. (2005).
Para cada proteina foi realizada a busca das sequéncias peptidicas através do site
UniProt, o qual disponibiliza e abrange dados de sequéncia e anotagao de proteinas
de diversos organismos.

Para a avaliagdo dos HLAs, foram incluidos os 27 HLAs mais prevalentes no
mundo: HLA-A*01:01, A*02:01, A*02:03, A*02:06, A*03:01, A*11:01, A*23:01,
A*24:02, A*26:01, A*30:01, A*30:02, A*31:01, A*32:01, A*33:01, A*68:01, A*68:02,
HLA-B*07:02, B*08:01, B*15:01, B*35:01, B*40:01, B*44:02, B*44:03, B*51:01,
B*53:01, B*57:01 e B*58:01, e também adicionados os HLAs mais prevalentes na
populagao brasileira e que estavam ausentes na lista de maior prevaléncia mundial:
HLA-A*25:01, HLA-A*29:02, HLA-B*15:03, HLA-B*15:09, HLA-B*18:01, HLA-B*27:05,
HLA-B*38:01, HLA-B*40:02, HLA-B*42:01, HLA-B*45:01, HLA-C*03:03, HLA-
C*04:01, HLA-C*05:01, HLA-C*06:02, HLA-C*07:01, HLA-C*07:02, HLA-C*08:02,
HLA-C*12:03, HLA-C*14:02, HLA-C*15:02.

Foram pesquisadas em artigos ferramentas para predigdo de afinidade, e a
ferramenta escolhida pertence ao Immune Epitope Database (IEDB), do Instituto
Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas (NIAID/NIH). Esse banco armazena dados
com a caracterizagao de anticorpos e epitopos de linfécitos T em humanos, primatas
e outras espécies animais, incluindo epitopos envolvidos em doencgas infecciosas,
alergia, autoimunidade e transplantes. Além disso, o IEDB também possui
ferramentas de predi¢ao e analise de epitopos para linfocitos B e T e de outras etapas
de processamento e apresentagao de antigeno.

A sequéncia peptidica de cada uma das proteinas do HCMV retiradas do

UniProt, foram utilizadas na ferramenta de predi¢cao T Cell Epitopes — MHC | Binding
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Prediction, integrante das ferramentas do IEDB. Essa ferramenta prediz os valores de
interacdo dos peptideos derivados das proteinas, com moléculas especificas de HLA
nas classes | e Il, através do mecanismo de rede neural artificial (ANN).

Uma planilha com valores de predicdao € gerada, e através dela, podemos
identificar o valor de ICso para os HLAs em diferentes regides das proteinas do HCMV.
Dessa forma, é possivel separar em grupos distintos os HLAs que interagem mais ou
menos com as proteinas do virus, e, as interagdes sao classificadas de acordo com o
valor de ICso, alto (0-50nM), intermediario (50-500nM) e baixa afinidade (>500). Os
dados de interesse presentes na planilha gerada pela ferramenta do IEDB foram ent&o
exportados para o software GraphPad Prism v7, facilitando o agrupamento e

visualizagao dos dados de predi¢do em graficos.

3.2 Recrutamento de voluntarios, informacdes clinicas

Os voluntarios convidados a participar deste Projeto, no ano de 2022, residem
na regido metropolitana de Belo Horizonte — MG, e assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1), antes de sua inscrigdo no estudo. O
recrutamento de individuos saudaveis foi realizado na comunidade. Os voluntarios
transplantados foram recrutados no Hospital Felicio Rocho de Belo Horizonte em
momentos de consultas, coletas de exame, internacdo ou em domicilio.

A classificagao clinica da gravidade de infecgéo dos pacientes foi realizada em
consenso do corpo meédico de transplantes do hospital Felicio Rocho, visto que nao
existe uma classificacdo estabelecida para definir desfecho clinico da infeccéo por
HCMV. A mesma comissdo de médicos também foi responsavel por fornecer acesso
os dados dos prontuarios dos pacientes como informagdes pessoais, sorologia e
informagdes do transplante para a aluna. A classificagdo e os dados foram revisados
por profissionais distintos membros da comissdo médica do transplante.

Neste trabalho os participantes foram distribuidos em trés grupos de acordo
com a apresentacao clinica: Infecgado por HCMV leve (infecgdo assintomatica, e
menos de 25 dias de hospitalizagdo), HCMV grave (infeccao sintomatica e mais de 25
dias de hospitalizagéo) e grupo controle (individuos saudaveis, com infecgcao prévia
por HCMV). Os dados laboratoriais e as caracteristicas clinicas sdo apresentados na

Tabela 2, 3 e 5. Todos os pacientes deste estudo possuem classificacao clinica da
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infeccdo por HCMV, idade, género, idade na data do transplante, data do transplante
e sorologia (IgG) prévia para o HCMV.

Todos os individuos transplantados foram submetidos a testes sorologicos para
HCMV antes mesmo de realizar o transplante como procedimento preparatério e o
status sorologico foi recuperado do prontuario médico. Ja os individuos do grupo
controle foram submetidos ao teste sorolégico para detecgédo de IgM e IgG para
comprovagao de exposi¢ao prévia ao virus. O kit utilizado foi o CMV IgG/IgM (ECO®
Teste), de acordo com as orientagdes do fabricante.

Os individuos transplantados e os individuos do grupo controle foram incluidos
neste estudo se positivos para contato prévio com HCMV (IgG+). Foram excluidos da

pesquisa pacientes com resultado sorolégico de IgG indeterminado ou negativo.

3.3 Coleta e processamento das amostras

As amostras de sangue periférico (40-60mL) foram coletadas em tubos a vacuo
e heparinizados. No mesmo dia da coleta, plasma e PBMC (células mononucleares
do sangue periférico) foram separados por centrifugagao utilizando gradiente de Ficoll
Hipaque (SIGMA). Apds adigdo de Ficoll-Paque Plus ao sangue, os tubos foram
centrifugados a 900 x g por 40 minutos, a 18° C, utilizando a taxa de desaceleragao
da centrifuga em zero para obtengcdo das fracbes. A camada de células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs), foi coletada com pipeta Pasteur e
transferida a um novo tubo estéril com 30 mL de PBS e centrifugada a 400 x g por 10
minutos e foram lavadas mais uma vez a 400 x g. O pellet foi coletado e as células

ressuspensas em meio RPMI incompleto.

3.4 Ensaio de citometria de fluxo

Apds a separagdo, as células foram contadas utilizando o corante azul de
trypan 0,4%, diluidas com RPMI e distribuidas 1,0x10® de células por cada pogo na
placa de 96 pogos com fundo em “U”, de acordo com as seguintes condigdes: 1. Sem
estimulo, 2. Estimulo com pool de peptideos da biblioteca do e 3. Presenca de
estimulo policlonal (anti-CD3/CD28). Apds adicionada em cada pogo, as amostras
foram mantidas na estufa umida com 5% de CO2 a 37°C por 24 horas, sendo que nas
ultimas 12 horas de incubacdo foram adicionados 1ug/ml de Brefeldina A (BFA)

(Biolegend) em cada tubo. Em seguida, os tubos foram centrifugados para seguir com
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a marcagao extracelular, com painel composto por: CD3 (BV-650), CD4 (APC/Fire
750) e CD8 (BV570) que caracterizam subpopulagdes de células T; CD107a (BV510)
como marcador de granulosidade e o marcador de senescéncia CD57(BV421).

Para a marcagao extracelular, as células foram incubadas por 20 minutos em
temperatura ambiente (TA) no escuro. Apds essa etapa, as células foram fixadas,
permeabilizadas, lavadas, e seguiu-se com a marcacao intracelular: TNF (Ax700);
IFNg (PE-Cy7); IL-2 (APC); IL-17A (PerCP/Cy5.5); IL-10 (PE) e incubagao por 45
minutos no escuro a 4°C. Apds lavagens e ressuspensao das células em FACS
(solugao de PBS1x + 1% de soro bovino fetal SBF) prosseguimos para aquisi¢ao no
equipamento BD LSR-FORTESSA utilizando o software BD FACSDiva, e as analises

foram realizadas no software Flow Jo verséo 10 (LLC).

3.4.1 Padronizacéao e estratégia de analise

As analises foram realizadas utilizando o Programa FlowJo versao 10 (LLC) e
as estratégias de gate utilizadas € demonstrada na Figura 9. A estratégia de gate
utilizada para as analises do painel consiste primeiramente na selegdo das
populagdes de linfocitos (SSC-A x FSC-A), singlets (FSC-H x FSC-A), que é utilizado
para exclusdo de grumos celulares, e o gate de tempo (SSC-A x Time), para exclusao
de eventuais interrupg¢des de fluxo durante a aquisi¢do. Em seguida, para obter uma
intersecao destes trés gates iniciais (Linfocitos, Singlet e Time) foi utilizada a
ferramenta Boolean Gate, opgao Make and Gate, que deu origem ao doft plot utilizado
para selecionar a populagao de linfécitos T (CD3*) (Fig.6). A partir do gate de células
CD3", foram selecionadas as subpopulag¢des de linfécitos T CD4 (CD4*CD8") e CD8
(CD4-CD8*). Em seguida foi determinado os gates para as citocinas IFNg, TNF, IL-2,
IL-17A e IL-10.
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Figura 8. Estratégia de analise do Painel de Citometria de sangue total. Foram selecionadas as
populagdes de linfocitos, singlets e time. Em seguida, foi realizada a intersecao desses trés gates iniciais,
para selecionar a populagao de células T CD3*. Dentro de CD3*, foram selecionadas as populagdes de
CD4* (CD4*CD8) e CD8* (CD4CD8").
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3.4.2 Analises Estatisticas

Os resultados foram analisados utilizando os testes estatisticos: Kruskal-Wallis,
Mann-Whitney e Wilcoxon, conforme indicado nas legendas das figuras. O teste de
Tukey foi usado como pés-teste para identificagdo de diferenca significativa entre as
amostras independentes. As analises foram realizadas através do Software GraphPad
Prism 7.04, e valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos: *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producgao de uma biblioteca de peptideos de HCMV de alta/intermediaria
afinidade com diferentes HLAs

A maioria dos trabalhos de HCMV que avaliam a resposta celular sdo baseados
somente na proteina UL83 (pp65) ou na sua jungdo com outros peptideos. Para
aumentar a diversidade dos possiveis peptideos envolvidos na ativacao das células
T, foi realizado uma analise in silico das interagdes realizadas entre os HLAs e as 10
proteinas mais imunogénicas HCMV. Dessas analises, observou-se que, ao longo da
sequéncia de cada proteina, a grande maioria das interacbes de HLAs sao de baixa
afinidade. Entretanto, existem alguns locais das proteinas onde os HLAs interagem
com alta e intermediaria afinidade, sendo essas as regides mais relevantes para a
resposta imune. Baseado nessas regides, construimos uma biblioteca de peptideos
com as cinco regides mais relevantes de cada uma das seguintes proteinas: UL32,
UL48, UL83 (pp65), UL29 e ULS5. Todas essas proteinas apresentaram regidées com
maior numero de interacdes de intermediaria e alta afinidade com os HLAs. (JUNIOR;
DANILO et al., 2010)

Portanto, uma biblioteca contendo 25 peptideos sintetizados com pureza >70% foi
gerada e utilizada nos ensaios de citometria de fluxo. A sequéncia dos peptideos esta

representada na tabela 2:
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Tabela 22. Lista de peptideos que compée a biblioteca do HCMV

PROTEINA PEPTIDEOS
1. EKRLHRRTVLFNELMLWLGYYRELRF
uL32 2. HDAEIVERALVSAVILAKMSVRETLVTAIGQTE
Laténcia 3. LLIEDFDIYVDSFPQSAHTFLGARSPSL

4. APLPGDMNPANWPRERAWALKNPH
5. GASAALQSRRSTGTAAVGSPVKS

1. AAVYHCEGLHQVLMVLTGFGVQLSPAFYYEALFLYMLDVATVPEAEIAAR
2. MLRRDEQTRLRLINAVLSMFHTLVMRLARDESPRPTFFDA
uL48 3. LEQIEKAGTGASEKRFQALRELVYFFRNHE YFFQHMVGRLG
Tegumento 4. LLGKATQQLPYLSAERTVRWMLAFLEEALAQITADPTHPHH
5. TVLRLSLQEFCVLIAALYPEYIYTVLKYPVQMSLPSLTAHLH

1. CPSQEPMSIYVYALPLKMLNIPS
2. QWKEPDVYYTSAFVFPTKDVAL
PP65 3. VEEDLTMTRNPQPFMR
Tegumento
4. TVELRQYDPVAALFFFDIDLLLQ
5. WQAGILARNLVPMVATVQGQNL

1. LCRRSRASARGRYLRSL
2. RDLGLSASMLRRFQR
uL29 3. VVRDHKTYRRFSCLRQ
Replicacgdo
4. EANNFVIGVLEQAHFV
5. LAETLRGFIRQGSFWFRC

1. HTFKVRVYQKVLTFRRSYAY
2. YFGENADKFFIFPNYTI
. ULSS. 3. EDSYHFSSAKMTATF
GlicoproteinaB
4. LQFTYDTLRGYINRAL
5. SNVFDLEEIMREFNSYK

Notas: UL32 Laténcia: proteina responsavel pelos mecanismos de laténcia do virus; UL48
e pp65 (também chamada de UL83) Tegumento: proteinas que pertencem ao tegumento
viral; UL39 Replicacao: proteina importante na replicacdo viral; UL55 Glicoproteina B:
proteina que pertence a glicoproteina B do HCMV.

4.2 Recrutamento dos pacientes para o estudo in vitro

Devido a pandemia de Covid-19, os pacientes do estudo foram recrutados
apenas no ano de 2022, no Hospital Felicio Rocho, localizado em Belo Horizonte/MG.
Esses pacientes foram distribuidos em trés grupos: com infec¢ao leve por HCMV
(infeccao assintomatica e menos de 25 dias de hospitalizagdo); com infeccéo grave
por HCMV (infeccao sintomatica e mais de 25 dias de hospitalizagdo); e grupo controle

(individuos saudaveis, transplantados e nao transplantados). Tais critérios foram
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elaborados em conjunto com a equipe médica do hospital, pois ndo existe consenso
acerca da classificacdo de gravidade no desfecho da infeccdo por HCMV em
individuos transplantados. O que € encontrado na literatura e em manuais clinicos
hoje é a forma de transmisséo do virus, classificacdo de infec¢ao (infeccédo primaria,
reativacao viral, superinfeccdo ou reinfeccéo), sintomas, diagnéstico e tratamento
(KAYE, 2021; CUKURANQVIC, 2012).

Ao todo, foram incluidos 25 individuos no estudo: 20 pacientes transplantados
e cinco saudaveis nao transplantados. Os transplantados foram distribuidos em dois
grupos, 11 com infecgao grave por HCMV e, 9 com infec¢ao leve. Além disso, 2
pacientes transplantados se revelaram sem infeccdo por HCMV e seus dados foram
utilizados em algumas analises juntamente ao grupo controle. Assim, o grupo controle
foi composto pelos transplantados sem infec¢ao (2 individuos) e pelos saudaveis nao
transplantados (5 individuos).

Os dados laboratoriais e as caracteristicas clinicas estdao apresentados na
Tabela 3. Na tabela 4 estao as informacgdes de idade, sexo, sorologia pre-transplante
(IlgG), medicacao imunossupressora e tipo de transplante dos individuos recrutados.

Tabela 3. Informagées clinicas dos individuos transplantados incluidos no estudo in vitro.
PRESENCA DE TEMPO DE HCMV APOSO  TEMPO DE COLETA

NPCTE COMPROVACAO SINTOMAS  TRATAMENTO  CRAVIDADE  yoANGDIANTE  APOSHCMV
PACIENTE1  ANTIGENEMIA 10 céls NAO 15 dias LEVE 30 DIAS 5 ANOS
PACIENTE2  PCR 264.130 copias SIM 25 dias SEVERO 30DIAS 5 ANOS
PACIENTE3  PCR 256.794 copias SIM 34 dias SEVERO 12DIAS 3ANOS
PACIENTE4  PCR 300.000 copias SIM 30 dias SEVERO 10DIAS 2 ANOS
PACIENTES  PCR 156.805 cpias SIM 28 dias SEVERO 60 DIAS 1ANO
PACIENTE6  PCR 92.288 copias SIM 27 dias SEVERO 60 DIAS 3ANOS
PACIENTE7  PCR 3.619 copias SIM 28 dias SEVERO 300DIAS 1ANO
PACIENTES  PCR 37.006 copias SIM 37dias SEVERO 37DIAS 6 MESES
PACIENTE 9 PCR NSA NAO 12 dias LEVE 14DIAS 6 MESES
PACIENTE10  ANTIGENEMIA 20 céls NAO 14 dias LEVE 30 DIAS 6 MESES
PACIENTE 11 PCR NSA NAO 19 dias LEVE 90 DIAS 6 MESES
PACIENTE12  ANTIGENEMIA 132 céls NAO 21 dias LEVE 60 DIAS 1ANO
PACIENTE13  ANTIGENEMIA 10 céls SIM x15dias/14 dias  SEVERO 30 DIAS 6 ANOS
PACIENTE14  PCR102.623 c6pias SIM 28 dias SEVERO 30DIAS 6 MESES
PACIENTE15  ANTIGENEMIA 50 céls SIM 14 dias LEVE 25 DIAS 1ANO
PACIENTE16  ANTIGENEMIA 3 céls SIM X14dias/t4dias  SEVERO 60 DIAS 6 ANOS
PACIENTE17  CONTROLE SEM HCMV XXX XXX XXX . 6 MESES
PACIENTE18  PCR’5.367 copias NAO 22 dias LEVE 30DIAS 6 MESES
PACIENTE 19 PCR 4.264 NAO 14 dias LEVE 30 DIAS 6 MESES

PACIENTE 20 PCR 1.989 NAO 21 dias LEVE 30DIAS 6 MESES
PACIENTE21  CONTROLE SEM HCMV XXX XXX XXX o 6 MESES
PACIENTE 22 A"I'Dggi'f;ﬂé g;g:ls NAO 2x 21 dias/15 dias SEVERO S0DIAS 6 MESES

*NSA: Nao se aplica. Nao foram encontrados registros de valores de PCR no prontuario desses
pacientes
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Tabela 4. Informagdes dos participantes do estudo in vitro.

In vitro HCMV Leve HCMV Grave
N amostral 9 11
|dade 50.14 (34-75) 46.9 (28-63)
Sexo (m) 71,42% (7/9) 63% (7/11)
lgG (+) pré-tx 72,72°% (8/9) 63% (7/11)
Medicagdo Tacrolimus (tac) + micofelonato de
Imunossupressora sddio (mps) + prednisona (pred)
Tipo de Transplante Tgoéilgﬁgci RIM: 11

4.3 A biblioteca de peptideos do HCMV é capaz de estimular resposta de meméria
especifica de linfocitos T CD8

Para validar a capacidade da biblioteca de peptideos em estimular os linfécitos
T CD8, PBMCs de todos os participantes foram cultivadas na presenca ou auséncia
da biblioteca de peptideos por 24 horas e submetidas a marcacgao para citometria de
fluxo. Foi avaliada a produg¢do de IFNg em PBMCs sem estimulo (SE) e PBMCs
estimuladas com a biblioteca de peptideos (HCMV). A biblioteca de peptideos foi capaz
de aumentar a producao de IFNg (Figura 10) validando a utilizacao da biblioteca para

estimular linfécitos especificos ao HCMV.
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Figura 9. Avaliagdo da capacidade da biblioteca de peptideos do HCMV em estimular as células
e induzir producgao de citocinas. Cultura de PBMCs de todos os participantes do estudo. A cultura foi
estimulada por 12 horas com a biblioteca de peptideo especificos do HCMV e posteriormente fo
realizada a marcacgéo e a leitura da citometria para avaliar a frequéncia de células produtorasde IFNg.
Em vermelho estao os pacientes de infecgdo grave; em verde pacientes de infecgao leve por HCMV
em azul os individuos saudaveis e em branco, pacientes transplantados sem infec¢ao prévia pelo
HCMV. A diferenca observada entre as duas condi¢des foi analisada pelo teste t two-tailed. (* p <0,05;
** p <0,01; *** p <0,001)

O IFNg é uma citocina muito importante na resposta imune participando
ativamente da protecado das células e na resolucéo de infeccao viral. Ele estimula a
expressao de genes e mecanismos celulares que impedem a replicagdo de virus.
Além disso, estimula apresentacdo de antigenos por estimular proteinas de
processamento e maior expressdo de MHC (GRANDVAUX et al., 2002; GOODWIN et
al., 2018).

Na infeccao por HCMV a producao de IFNg ocorre principalmente pelos
linfocitos TCD8+ e células NK (SAINZ et al., 2005; YAN et al., 2012). E por ser
considerado determinante na resposta imune efetiva contra o HCMV e muito presente
nos estudos de perfil de resposta aos virus, o IFNg comecou a ser utilizado em um
teste de prognéstico clinico, o QuantiFERON-CMV. O teste mensura a produgao de
IFNg na resposta especifica ao virus, e com isso é possivel inferir se o individuo tera
uma boa resposta celular caso tenha infec¢ao pelo HCMV (GIULIERI; MANUEL O,
2011). Porém, o teste tem algumas desvantagens, como por exemplo resultados

indeterminados em pacientes imunocomprometidos e sensibilidade reduzida em
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casos de linfopenia (GIULIERI, S; MANUEL, O, 2011). Além disso, apesar do IFNg
ser realmente uma citocina importante na resposta contra o HCMV, diferentes perfis
de resposta celular exibidos pelos individuos podem ter outras citocinas e marcadores
importantes no desfecho da infecgdo, o que foi alvo de estudo nos pacientes
recrutados.

A grande maioria dos estudos que utilizam peptideos do HCMV para ensaios
in vitro se limitam, na maioria das vezes a UL83. Ela é muito utilizada por ser a proteina
tegumentar mais abundante é a principal responsavel pela sobrevivéncia e replicagao
viral, por modular a resposta imune hospedeira (TOMTISHEN, 2012). A biblioteca
criada neste estudo possui uma gama de diferentes peptideos e, portanto, permite
estudar uma variabilidade maior de linfécitos que podem ser ativados durante a
infeccdo pelo HCMV. Isso possibilita a identificacdo de diferentes perfis de resposta
ao virus, contribuindo para o entendimento da evolugéo clinica positiva ou negativa
dos pacientes.

Por possibilitar a analise de alvos especificos de um microrganismo, os estudos
in vitro com PBMCs utilizam bibliotecas de peptideos em suas metodologias. Esses
estudos buscam, desde aprimorar o entendimento da resposta imunologica especifica
ao patégeno, até a elaboracéo de vacinas e outras imunoterapias mais especificas.

Como exemplo de aplicagdo, Hwang SU e colaboradores (2020) avaliaram a
capacidade da expansao de linfocitos T CD8+ citotéxicos HCMV especificos
estimulados por um pool de 138 peptideos sobrepostos da pp65 com o objetivo de
criar uma imunoterapia para individuos de transplante de medula com infecgao grave
pelo HCMV (HWANG et al., 2020). Esse trabalho se baseou na teoria de que
peptideos sobrepostos utilizados como antigeno, estimulam células T CD8+ de forma
mais eficaz do que lisados virais ou antigenos exogenos. Analises fenotipicas
demonstraram que os peptideos sobrepostos aumentaram a frequéncia de células
CD8+, mas nao de células CD4+, CD14+ ou CD56+ (HWANG et al., 2020). Cabe
ressaltar que, no presente estudo, a metodologia empregada para identificar os
peptideos imunogénicos contou com sobreposicdes de aminoacidos, para assim,
possibilitar um maior numero de peptideos gerados para serem explorados com a
respectiva afinidade com os HLAs, mas nos concentramos nas regides de cada
proteina que apresentavam alta afinidade com um grande numero de HLAs diferentes.

Em um outro trabalho, a glicoproteina B (gB) foi o0 alvo do desenvolvimento de

peptideos com o objetivo de inibir sua atividade. A gB é muito importante ndo s6 para
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o HCMV, mas em toda a familia Herpesviridae devido a sua fungao principal de fundir
o envelope viral com a membrana celular. Os resultados obtidos demonstraram
diferentes porcentagens de inibigdo da gB em diferentes concentra¢des dos peptideos
de inibicdo. Dessa forma, o estudo mostrou que a identificagdo dos dominios principais
de acdo dessa proteina pode fornecer uma base de desenvolvimento de terapias
preventivas frente a infeccdo por HCMV, evitando a fusdo do virus na célula-alvo
(MELNIK et al., 2011).

Ja outro estudo que utilizou pools de peptideos sobrepostos, as proteinas IE1
e |[E2 foram empregadas para estimular PBMCs de doadores saudaveis. Foi
observado ativagao das células T CD4+ e CD8+ por diferentes moléculas de HLA de
classe | e Il. Duas regides de epitopos em ambas as proteinas foram reconhecidas
por metade dos doadores (BRAENDSTRUP et al., 2014).

Jackson e colaboradores (2014), realizou uma coorte com voluntarios de idade
entre 20 a 80 anos de idade e utilizou como estimulo em um ensaio de disseminagao
viral, 11 ORFs de proteinas do virus. O fendtipo predominante dos linfécitos foi
CD45RA+, CD57+ e CD28+ que se mantiveram por um longo periodo. Os autores
argumentaram que os linfocitos especificos para HCMV possuem a resposta antiviral
bastante eficaz independentemente da proteina reconhecida, mesmo com a atuagao
dos mecanismos de evasao imune.

As analises realizadas em individuos saudaveis apresentam resultados mais
favoraveis da resposta imune especifica contra o HCMV, o que vai de encontro com
a auséncia de sintomas e infecgdo grave na grande maioria dos individuos
imunocompetentes. Contudo, nos individuos imunossuprimidos nem sempre as
intensidades de resposta e atividade do sistema imune serao tdo evidentes. Estudos
do estabelecimento de infecgdes virais pelo SARS-COV-2 e pelo virus influenza
sugerem que a infeccdo em imunossuprimidos pode ser favoravel a mutagéo do virus,
mas ressaltam que o quanto isso afeta a resposta imune a nivel populacional ainda é
desconhecido (KUMATA, 2022). Cabe ressaltar, que os resultados desses estudos
com peptideos tém a vantagem de auxiliar na criacdo de potenciais alvos
progndsticos, profilaticos (vacinais) e terapéuticos para serem destinados ao
acompanhamento, prevencao e tratamento da populagdo que € comprometida pela

infecgao do virus.
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4.4 Pacientes com infeccado grave por HCMV apresentam aumento da expresséo de
TNF e CD57 em linfocitos T CD8+

Durante uma infecg¢ao, o sistema imune inato e adaptativo sdo ativados para
combater o agente agressor, sendo a resposta direcionada de acordo com o tipo de
estimulo. A fim de controlar a replicacao viral, as células T produzem citocinas
inflamatdrias, como IFNg e TNF, que compdem respostas de perfil Th1 (HOWARD
et al., 2022). Porém, no contexto de pacientes transplantados que utilizam
imunossupressores, o perfil de resposta pode ser alterado e os padroes de resposta
imune observados em individuos saudaveis podem nao se reproduzir (KUMATA,;
SASAKI, 2022). Cabe ressaltar que no presente estudo os pacientes transplantados,
no contexto da infecgdo por HCMV, apresentam desfechos clinicos distintos mesmo
utilizando regimes de imunossupressores semelhantes. Entretanto, o que determina
essa distincao ou favorece uma infecgdo mais grave ainda precisa ser estudado.

Assim, para se investigar o perfil das células imunes nos diferentes desfechos
de infecgéo pelo HCMV, leve ou grave, PBMCs dos pacientes foram estimuladas na
presencga da biblioteca de peptideos. Avaliamos a produgado de citocinas dos perfis
Th1, Th2, Th17 e IL-10 por células T CD8+, assim como, a preseng¢a da molécula
CD57, um dos marcadores de senescéncia de linfocitos e CD107a, marcador de
citotoxicidade dos linfécitos T CD8+. Também foi analisada a producdo das mesmas
citocinas no grupo controle.

Mesmo com a condicdo de imunossupressao entre os pacientes
transplantados, observamos valores préximos de producgéo das citocinas TNF, IL-17
e do marcador CD57 entre o grupo controle e HCMV leve. Ja entre os pacientes do
grupo grave, houve maior frequéncia de linfocitos T CD8+ produtores de TNF quando
estimulados com a biblioteca de peptideos em comparagédo com o grupo leve e o
grupo controle (Figura 11). Além da expressao aumentada do TNF, o grupo grave
também apresentou maior frequéncia do marcador CD57 nos linfécitos T CD8+,
guando comparado com os grupos leve e controle. Nao foram observadas diferencas

na expressao de IL-2, IL-10, IL-17A, IFNg e CD107 entre os grupos testados.

O aumento na frequéncia de células T CD8+ produtoras de TNF somente nos
pacientes com infecgdo grave pode indicar uma participagdo do TNF na piora do

desfecho clinico.
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O fator de necrose tumoral (TNF) possui um papel muito importante na resposta
imune, inflamacao e defesa do organismo (KOLLIAS et al.,1999). Quando acoplada aos
seus receptores, que sdo encontrados na maioria dos tipos celulares, ativam vias de
transducao de sinal, contribuem com a ativagao e sinalizacéo nas células imunes para
exercerem seu papel efetor, e por isso € considerada importante para a efetividade de
muitos processos fisiolégicos. Por ser um importante mediador de apoptose, sua
atividade & estudada na patogénese de diversas doencas como artrite, diabetes,
cancer, sepse, osteoporose e doencas inflamatérias intestinais, dentre outras. E
especialmente nas complicacdes apos o transplante, o TNF esta presente na rejeicao

do enxerto, na oclusido dos vasos e nas sindromes de extravasamento endotelial
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Figura 10. Frequéncia das citocinas TNF, IFNg, IL-2, IL-172, IL-10 e presenga de moléculas
co-receptoras CD57 e CD107A nos linfécitos T CD8+ dos pacientes transplantados.
Pacientes que tiveram desfecho clinico grave estdo representados em tridngulos vermelhos
(n=11), os pacientes com desfecho clinico leve representados pelos circulos azuis (n=9) e o grupo
controle pelos pelos quadrados em verde (n=7). As diferengas observadas entre os grupos foram
analisadas pelo teste estatistico de Mann-Whitney e One-Way ANOVA. (* p <0,05; ** p <0,01; ***

p <0,001)



53

grave, causado por um infiltrado inflamatorio de células imunes derivadas de uma
resposta imunoldgica local e intensa (REDDY et al., 2005).

No contexto da infec¢ao viral, o TNF pode ter um papel dual, atuando no
sistema imunoldgico, e em alguns casos favorecer a expressao génica e replicacao
do virus. Os relatos de que a infeccdo por HCMV ativam a expressao de TNF estdo
presentes na literatura desde a década de 1990 (DUDDING, 1989; HOWARD, 1993;
PULLIAM, 1995), e a sua atividade € definida pelo estado de diferenciacédo em que a
célula se encontra. No caso dos mondcitos por exemplo, por se tratar de um
reservatério do virus, caso haja atividade de TNF que estimule a ativacdo dessa
célula, ela se diferencia e permite a replicagao viral (BAILLIE, 2003). O mecanismo
base desse fendbmeno é indicado em alguns estudos mostrando que o MIEP do HCMV
possui similaridades com promotores de genes que codificam esses mediadores da
inflamacéo, e por isso, é possivel que o MIEP viral seja um promotor inflamatorio que
favorece a transcricdo do TNF nos estagios de ativagao e diferenciagao de células
que possuem o gene viral incorporado em seu material genético (SINCLAIR, 2014).

Estudos descrevem o TNF como importante fator para inducao de reativacéo
do virus apds o estabelecimento de laténcia, favorecendo o aumento nas cépias de
DNA e RNA virais (FORTE et al., 2018). Essa citocina tem sido proposta como
importante para reativagdo de CMV em estudos in vitro e in vivo ao longo do tempo
(HUMMEL e ABECASSIS, 2002; Cook, 2007). O TNF tem sido usado para reativar o
HCMV em modelos celulares, bem como reativar CMV em modelos murinos (MCMV)
(Hummel e Abecassis, 2002; Prosch et al., 2002; O'Connor e Murphy, 2012). Em
consequéncia disso, antagonistas do TNF foram propostos para impedir a reativagao
do HCMV in vivo, mas ainda nao ha resultados concretos sobre essa estratégia.

Outros trabalhos afirmaram que a infecgédo por HCMV pode inibir a atividade do
TNF atuando nos receptores TENRI presentes na superficie de células infectadas, um
receptor de TNF importante para realizar respostas antivirais (MONTAG et al., 2006).
Por exemplo, ja foi observado em isolados clinicos e laboratoriais de HCMV que a
presenga do virus diminui o TNFRI no inicio da infecgao litica (BAILLIE et al., 2003;
LE et al.,, 2011). Contudo, foi observado também que o produto do gene UL138
codificado pelo HCMV regula positivamente a expressao do TNFR1 na superficie
celular (LE et al., 2011; MONTAG et al., 2011).

Alguns estudos também demonstraram a capacidade do TNF em inibir a

producao viral em diferentes tipos celulares infectados. Em um estudo conduzido em
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pacientes transplantados foi revelado que as citocinas TNF e IL-18 estavam
aumentados nos 6rgaos com doenca por HCMV, independente da sorologia prévia
para o HCMV. O estudo destacou o TNF e a IL-18 como marcadores n&o invasivos
de possivel doenga por HCMV, independentemente do tipo de transplante e sorologia
prévia do doador (KARABA et al., 2021). Isso sinaliza que apesar do status sorolégico
ser preditivo de possivel complicacdo caso ocorra infecgcdo por HCMV em pacientes
(R-/D+), ndo significa que os pacientes que possuem sorologia positiva prévia (R+)
nao possam evoluir para uma infecgao grave por HCMV no pés transplante (KARABA
etal., 2021).

Em comparagdo com os achados acima, observamos que pacientes com
infeccdo grave por HCMV apresentaram maior produgdo de TNF por linfocitos T
CD8+. Vale ressaltar que a maioria dos estudos relatados foram realizados em
fibroblastos e em células precursoras mieloides e néo refletem a infecgéo in vivo.
Sendo assim, uma comparagao mais proxima pode ser feita com um estudo que
associou altos niveis de TNF ao aumento de chance de infecgao por HCMV apds o
transplante de medula em que pacientes com altos niveis de TNF foram associados
com o inicio mais rapido da detecgao de antigenos do HCMV e com possivel desfecho
de morte (REDDY et al., 2005).

Além do TNF, no presente estudo, foi observado o aumento de um marcador
de linfécitos muito estudado na infecgdo por HCMV, o CD57+. A presenca desse
marcador, de um modo geral, esta associada a infecgdes crbénicas, envelhecimento e
imunossenescéncia (RODRIGUEZ, 2021). Na infecgdo por HCMV, os linfécitos T
CD8+CD57+ que sao especificos para HCMV possuem expressao aumentada de
perforina e granzima mas também apresentam baixa capacidade proliferativa devido
a diminuicdo acelerada dos teldbmeros que comprometem as fungdes celulares
(JASON et al., 2003). Um outro estudo mostrou que a expresséo de CD57 torna as
células susceptiveis a morte celular induzida por ativagao por apoptose (JASON et al.,
2003). No presente estudo, verificamos um aumento na frequéncia de células T
CD8+CD57+ nos pacientes que evoluiram para forma grave da infecgdo por HCMV
quando comparado com os grupos leve e controle. Isso pode indicar um papel
importante dessa subpopulagdo na piora da infecgao por HCMV.

Muito é discutido sobre o fenétipo que as células T CD8+HCMV+ adquirem com
a infeccao pelo virus, a presenga do CD57+ nos linfocitos T afeta seu repertério e as

habilidades de outras células que interagem com esses linfocitos (PAWELEC,
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DERHOVANESSIAN, 2011; CHOU, 2013). O CD57 pode limitar a capacidade de
proliferacdo por induzir senescéncia acelerada, mas, existem algumas células que
conseguem reparar essa disfuncdo e restabelecer a capacidade de proliferagao.
Porém, a infecgao cronica pelo HCMV pode acelerar a imunossenescéncia devido a
estimulagéo antigénica repetida (KOCH et al., 2011; STRIOGA et al., 2007; KOCH,
2007).

Ha evidencias que associam a presenca dos linfécitos CD57+ com a resposta
imune reduzida contra novos patdégenos. Todavia, outros trabalhos afirmam que a
funcionalidade das células T CD57+CD4+ e CD57+CD8+ pode ser considerada
benéfica, especialmente sob certas condi¢des patoldgicas, uma vez que as células T
CD57+ possuem atividade imunossupressora (HASSOUNEH et al., 2021;
CANTISAN et al., 2007).

Um estudo conduzido em camundongos mostrou que para manter as células T
efetoras ativas contra a reativagao viral € necessario a estimulagao continua dos
linfocitos T e exposigao persistente ao antigeno (TORTI, et al., 2011). Essa exposi¢éo
frequente ao longo da vida demanda um equilibrio entre a presenga de linfocitos T
efetores CD57+ de curta duracéo e linfocitos T efetores CD8+CD57- de vida longa,
para que haja uma imunidade prolongada contra o HCMV sem o desenvolvimento da
doenca (PALEY, et al., 2012; SMITH, et al., 2012).

Entretanto, os resultados desses estudos se referem a individuos saudaveis e
modelos com camundongos. Por isso, ha poucas chances de que 0 mesmo ocorra em
pacientes transplantados, visto que a condigdo imunologica desses individuos é
comprometida pelos imunossupressores e, quando somada ao envelhecimento, pode
diminuir ainda mais a efetividade do sistema imune no controle da infecgao.

Apesar de nao ter sido encontrado diferenca entre os individuos testados, o
IFNg é uma importante citocina para resposta antiviral, sua atividade contribui para a
resolucao das infecgdes, apds a infecgao viral, o IFNg ativa vias de sinalizagdo como
a via JAK-STAT e promove ativagao de genes dependentes de sua agao, como genes
envolvidos na apresentagcado de antigenos, como por exemplo os genes de HLA de
classe | e classe Il e peptidases (FENG, et al., 2018; BARON; DAVIGNON, 2008).

No entanto, a resposta do IFNg a infec¢do por HCMV é complexa, com picos
temporais de atividade da citocina que ocorrem ao longo do ciclo viral e o seu papel

precisa ser melhor investigado (GOODWIN, et al., 2018). Alguns estudos sobre a
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citocina e o HCMV descrevem muito sobre sua atividade antiviral, mas evidenciam
também os genes de evasao que o virus possui e favorece a diminuigéo da atividade
de IFNg e favorece a resisténcia viral (FENG, et al., 2018; BARON; DAVIGNON, 2008;
GOODWIN, et al., 2018; JACKSON, et al., 2017; MANANDHAR, et al., 2019). A
auséncia de diferenca na produgdo de IFNg nos grupos estudados, somado aos
mecanismos do HCMV para diminuir a atividade da citocina na presenca da infecgao,
pode ser um motivo para rever a produc¢ao de IFNg como marcador de progndstico
favoravel. Nao se limitar a apenas uma citocina pode ser mais interessante, seja em
uma ferramenta prognostica ou ensaios celulares para avaliar melhores formas de
tratamento profilaticos de HCMV.

Avaliamos também a citocina IL-2, inicialmente caracterizada como um fator de
crescimento de linfécitos T, mas que atualmente também é identificada como um fator
importante na morte celular induzida por ativagdo, no desenvolvimento de Tregs e de
linfécitos T citotoxicos, expansao secundaria de linfécitos T CD8+ de memodria e
modular a diferenciagao de linfécitos T auxiliares (LIAO, et al., 2011).

A maioria dos estudos sobre a citocina IL-2 e 0 HCMV estéo direcionados a
capacidade de ativagao de células imunes na presencga da infecg¢ao pelo virus. Como
exemplo, Zeguang Wu e colaboradores (2015) observaram que a IL-2 secretada pelos
linfécitos T CD4+ em uma reexposig¢ao ao virus, aumenta a atividade das células NK
na resposta as células infectadas. Essa foi a primeira evidéncia da contribuicdo de
linfocitos T auxiliando as células NK na infecgdo por HCMV (WU Z, et al., 2015). Outros
autores indicam que a producgao de IL-2 pelos linfocitos T especificos se correlaciona
com a habilidade de proliferar e contribuir com o controle da infec¢ao viral (HARARI
et al., 2005). E o autor salienta que os diferentes padrbées de resposta dos linfocitos
CD4+ e CD8+ vao depender do nivel de replicagdo viral e atividade da doenca
(HARARI et al., 2006).

A IL-17A atua entre as respostas imune inata e adaptativa e é produzida por
células como linfocitos T CD8, células NK e NKT, células linfoides inatas (ILC),
mastdcitos, eosindfilos e neutrofilos. O papel dessa citocina em diversas infecgdes
virais (zika, dengue e chikungunya, covid-19, influenza, herpes virus e outras) pode
ser tanto importante para controlar os virus, como também pode induzir condi¢des
deletérias em alguns casos (PAIVA, et. al., 2021). No contexto da infec¢gao por HCMV,
um estudo recente realizado com camundongos mostrou que no modelo animal a

infeccao por CMV causa danos ao enxerto transplantado quando ha recrutamento de
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células com perfil TH17. Os autores relatam também que ainda n&o foi descrito na
literatura uma relacgéao clinica direta entre infecgao por HCMV e as células com perfil
TH17 e sua participagao na rejei¢cao de transplantes (DHITAL, et al., 2022).

A IL-10, por sua vez, € uma citocina imunoregulatoria que atua no controle da
intensidade da resposta imune para evitar a exacerbacao da inflamagao e o dano
tecidual. Essa interleucina é muito importante pois, em muitas infec¢cdes as
complicacdes mais severas podem ser consequéncia de uma ativacdo excessiva da
resposta imune (ROJAS, et al., 2017). Na infecgdo por HCMV o papel da IL-10 € muito
associado ao favorecimento da replicagdo do virus, por permitir um ambiente mais
anti-inflamatério. Além disso, o HCMV possui um gene (UL111A) que codifica uma IL-
10 homologa com diversas fungbes imunomodulatérias como a supressdo da
producao de citocinas pro-inflamatdrias, inibicdo da maturagao de células dendriticas
e da expressao dos HLAs | e Il (KOTENKO, et al., 2000). Um estudo que explorou a
atividade dessa citocina homologa, descreve que ela pode intensificar o efeito de
imunossupressao da IL-10 humana, mas o impacto dessa atividade em conjunto na
infeccdo por HCMV ainda € desconhecido (AVDIC, et al., 2016).

4.5 Células T CD8+CD57+ de pacientes que apresentaram infec¢ao grave por HCMV
possuem aumento na producédo de TNF

Devido ao aumento da expressao de CD57 nos linfocitos TCD8+ de pacientes
do grupo grave em relagao ao grupo leve, verificamos o MFI (mediana de intensidade
de fluorescéncia) de cada citocina TNF, IL-2, IL-17A, IL-10 e IFNg produzida por essa
subpopulacao. A maioria das citocinas testadas ndo apresentaram diferencas de MFI

entre os grupos avaliados. No entanto, observamos um maior valor de MFI do TNF
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em pacientes do grupo grave quando comparado com os grupos leve e controle
(Figura 12).

Como ja mencionado anteriormente, a subpopulacéo de linfocitos CD57+
possui uma efetividade de combate a infec¢bes reduzida, o que somado ao aumento
de TNF produzido por essas células, pode indicar o desfecho clinico negativo
observado nesse grupo. A maior producao dessa subpopulagdo em pacientes com
desfecho grave pode estar contribuindo com a predominéncia da atividade do virus
em relacédo a resposta imune do individuo. No caso do TNF, aparentemente ele néo
s6 auxilia na infeccao estimulando a replicagao viral, como discutido anteriormente,

mas pode ser patolégico também.

TNF IL-2 IL-17A
10°3 104+
. 104 ® =}
B * s E
3 4 S -
[ = = +
* A +10°4 a ol ~
4 ) N~ 0
w 10 N = © AD ey ___ [a) Ay, ®
a [a] A r’- mg® &)
Q N Q Mt Te : Loen
+ o] =
a ° X 1024 =] o “"' % m
8 o (_)103_ [ ] =5]=]
(@) —
2 N E 2 m
L 4034 [ ] w =
= =
BLD Ty T T 10"’ T T T ; Q: ;
DA IS QAN SRR
RS & Q° & N &
© 3 93 © Q) 9 Q N
2 A > & N N S o °
& & ° S ° SO
Q RN
IL-10 IFNg CD107a
10*3 10°7
2 %) L
— A =
8 © A © 8
© 3d A
- Ay — 10 A m —
* - + A ° = ¥ A,A =
~ —_ ~
2 " S B S s ek e
o 10° ) =] fa) A ees O 104 %o mZ
e apd o0 &-) o = &_) R "=
) ApA eg0 =] © A
o) =]
) YV o o 2 a o
e _ o o A
= o Z
w [T
b S BLD A rrrerrernriiennn, s
——eeo—mm— 10 ? —r——— 10—
S RN 2 &S
S < S K o
& & e/& & & <& 2> > \\,&
3 N Q ) X N4 )
&P & O o & & <
& ? < ? © <

Figura 11. Analise do MFI das citocinas produzidas pelos linfécitos T CD8+ na subpopulagao
CD57+ dos pacientes transplantados. Pacientes que tiveram desfecho clinico grave estao
representados em tridngulos vermelhos (n=11), os pacientes com desfecho clinico leve representados
pelos circulos azuis (n=9) e o grupo controle pelos quadrados em verde (n=7). As diferencas
observadas entre os grupos foram analisadas pelo teste estatistico One-Way ANOVA. (* p <0,05; ** p
<0,01; *** p <0,001)
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Como o Brasil € um dos paises que mais realiza transplantes no mundo, e a
infeccdo por HCMV é muito prevalente nesse contexto, € preciso considerar que
alguns outros avancgos devem ser feitos para melhorar a conduta clinica na infecgéo
do HCMV nos individuos transplantados. Um exemplo é a elaboragdo de uma
classificagado geral das gravidades de infec¢do, para conseguir segregar e entender
melhor os desfechos encontrados nos transplantados e assim estudar melhor o perfil
desses pacientes em todo Brasil. Principalmente pelo fato do SUS ser o responsavel
pelo transplante no pais, estudos unificados podem ajudar a entender melhor o perfil
clinico dos pacientes que recebem o mesmo tratamento, mas apresentam desfechos

completamente diferentes na infecgédo por HCMV.

4.6. Diferentes alelos de HLA exibem perfis distintos de interacdo com proteinas
imunogénicas do HCMV

Durante a elaboracdo da biblioteca de peptideos do HCMV, na selecao das
regides das proteinas, observamos HLAs que realizaram muitas interagdes de alta e
intermediaria afinidade ao longo das proteinas, como também HLAs que fazem pouca
ou nenhuma interagao de afinidade alta e intermediaria com as proteinas do virus.

Nesse sentido, ao avaliar um repertorio de 27 HLAs de classe | mais
prevalentes na populagao mundial e suas respectivas interagdes com as proteinas do
HCMV, observamos que alguns HLAs, como os A*02:03, A*02:06, A*31:01 e A*68:01
interagem bem com os epitopos da grande maioria das proteinas analisadas do HCMV
(Tabela 5). Ao passo que, outros interagem muito pouco, como os A*01:01, A*26:01,
B*51:01 e B*44:02 (Tabela 5). Por exemplo, o HLA A*02:03 foi 0 que apresentou mais
interagcdes com os peptideos do HCMV em todas as proteinas, exceto a US32. Por
outro lado, os HLAs A*26:01, A*01:01, B*51:01 apresentaram desempenho inferior,
exibindo nenhuma ou pouca interagdo com peptideos das 10 proteinas analisadas
(Tabela 5). A UL48 (maior proteina do virus) foi a proteina mais imunogénica, seguido
por UL55, UL29, UL32, UL28, UL83 (pp65- mais estudada), UL122, UL123, US3 e
US32.
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Tabela 5. Analise da frequéncia dos HLAs presentes no estudo in silico

PROTEINA HLAs DE MAIS INTERAGOES HLAs DE MENOS INTERACOES HLAs SEM INTERACOES
PP65 A*02:03>A*02:06>A*68:01>A*68:02 B*44:02>A*26:01/A*32:01>B*57:01 A*01:01 / B*51:01
uL48 A*02:03>A*02:06>A*31:01>A*68:01 B*44:02>A*26:01>A*01:01>B*51:01 XXX
UL28 A*02:03>A*02:06>A*31:01>A*68:01 B*44:02>B*53:01>A*01:01>A*26:01 B*51:01
uL29 A*02:06>A*02:03>A*31:01>A*68:02 B*58:01>B*53:01>A*01:01>A*26:01 B*51:01
UL32 B*07:02>A*68:02>A*02:03>A*68:01 A*24:02>A*26:01>A*01:01>B*51:01 XXX
UL55 A*02:03>A*02:06>A*68:01>A*68:02 B*44:03>B*08:01>B*53:01>B*51:01 XXX
UL122 A*02:03>A*02:06>A*68:02>B*07:02 A*23:01/A*26:01/B*51:01>B*44:03 A*01:01
uL123 A*02:03>A*02:06>A*68:01>A*68:02 B*51:01/B*57:01/B*58:01/A*26:01 XXX
Us3 A*02:01>A*02:03>A*02:06>A*68:01 B*57:01/A*01:01/B*53:01>A*26:01 B*51:01
Us32 A*31:01>A*33:01>A*68:01>A*30:01 B*35:01>A*26:01>B*44:02/A*01:01 A*02:01/B*51:01

Para ilustrar, na figura 13 estao as interacdes da proteina UL48 com cada um

dos 27 HLAs mais prevalentes do mundo, previamente selecionados no banco de
dados do IEDB. Os HLAs A*02:03, A*02:06, A*31:01 e A*68:01 contornados pelo
retangulo azul, representam os HLAs com maior numero de interagcbes. Em
contrapartida, os HLAs A*01:01, A*26:01, B*44:02 e B*51.01 realizaram poucas

ligacbes com a proteina.



61

el oo ase oo ng (T e e *3.° N AP st o4,
= ¥yEIulT (g SEEY
AR T Ol o N v
o k< e ¥ oo
Nk — - ﬁ e ||~ P K * : .::‘. o= ‘ -
& - | AR L b
! T S sl g bl = . 25 e -
1009. | B i oo | R AR R H el I
FSIE N E < AR I M >
D e S v i P 55 2. 5.5 e T . s o
(= Rl ¥Dy el S R B Rl TR ; $ "
7o) o | e :'E:'.‘..V . ele .. DA o . -
: e DR N = RS :
L2 P ] A .| R .
= ' 4 % N T
10 _'::_ % ?:. A .: ...- .
. -::. .Y. . L
... »
1 I L] L L) L] L] L} lJ L] L] L] L] Ll L} L] 1 L] L] L] L] L] L] L] L] L} L} L
- T M © T " ™ N ™ ™ & ™ ¥ ™ =" &N &N " ¥*" *" ¥+ N 0 " "= " =
R EEEEEEEEEEEEEEREEEREERERER:
e PEEI EREPRPPR P P PO S T F NP D WD
L ¥ T T T L QLT QA QL QLT < i ooiooooo D

Figura 13. Interacao de cada um dos 27 HLAs com a proteina UL48. A parte inferior do grafico,
abaixo da primeira linha vermelha (50nM) estao as ligacdes de alta afinidade e a parte superior,
entre a primeira e a segunda linha (50 e 500nM), estéo as liga¢des de afinidade intermediaria. Os
retangulos azuis representam os HLAs que mais interagem com a proteina, os vermelhos
representam HLAs que menos interagem com a proteina.

Em contraste, a proteina US32 (Figura 14), ndo apresentou muitas interacdes
com os HLAs, inclusive dois HLAs, A*02:01 e B*51:01 n&do apresentaram nenhuma
interacao de afinidade alta ou intermediaria com essa proteina. Os HLAs com numeros
mais significativos de intera¢des foram o A*30:01, A*31:01, A*33:01 e A*68:01.
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Figura 12. Interacao de cada um dos 27 HLAs com a US32. A parte inferior do grafico, abaixo da
primeira linha vermelha (50nM) estao as ligagdes de alta afinidade e a parte superior, entre a primeire
€ a segunda linha (50 e 500nM), estao as ligagbes de afinidade intermediaria. Os retangulos azuis
representam os HLAs que mais interagem com a proteina, os vermelhos representam HLAs que menos
interagem com a proteina e os retadngulos em cinza destacam HLAs que nao apresentaram interagdes
de alta ou de afinidade intermediaria.
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Esses resultados foram obtidos utilizando métodos da imunoinformatica que
demonstram o potencial na identificacdo da diversidade de interacbes entre as
proteinas virais e os diferentes HLAs presentes na populacédo, levando-nos a
especular sobre o tipo de repertdrio de HLA de um determinado individuo e sua
resisténcia a doencgas infecciosas. Como observado, alguns HLAs possuem alta
capacidade de apresentar peptideos de HCMV, enquanto alguns HLAs possuem
baixa capacidade. Uma hipotese que emerge dessa observagao € se individuos com
um repertorio de HLA com baixa capacidade de apresentacéo seria mais susceptivel

a infeccdo por HCMV.

4.7 Frequéncia de HLAs em pacientes transplantados com diferentes desfechos
clinicos na infeccdo por HCMV

Para avaliar a importancia do HLA no desfecho da infecgao, realizamos um
estudo in silico retrospectivo caso-controle com o objetivo de estudar o perfil dos
diferentes repertérios de HLA dos pacientes transplantados que ja tiveram infecgao
leve ou grave por HCMV.

4.7.1 Recrutamento dos pacientes para o estudo retrospectivo

O recrutamento dos pacientes transplantados para o estudo retrospectivo foi
realizado no Hospital Felicio Rocho localizado em Belo Horizonte/MG. Nessa parte do
trabalho, os pacientes foram distribuidos em dois grupos: pacientes que tiveram
infecgdo por HCMV leve (infecgdo assintomatica, baixa carga viral, e menos de 25
dias de hospitalizacao) e pacientes que tiveram HCMV grave (infecgdo sintomatica,
alta carga viral e mais de 25 dias de hospitalizagdo). Os dados dos pacientes estao

representados na tabela 6:
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Tabela 6. Tabela de informagdes dos participantes do estudo retrospectivo de caso-controle.

In silico HCMV Leve HCMV Grave
N amostral 40 31
|dade 47.75 (22-68) 49.8 (23-72)
Sexo (m) 67.5% (27/40) 41.9% (13/31)
IgG (+) pré-tx 100% (40/40) 100% (31/31)
Medicacdo Tacrolimus (tac) + micofelonato de sddio
Imunossupressora (mps) + prednisona (pred)
Tipo de transplante RIM
Média tempo de HCMV 41DIAS 41DIAS

apds o transplante

Duragdo média de

T 16 DIAS 28 DIAS

4.7.2 Os pacientes presentes no estudo possuem HLAs de diferentes perfis de
interacdo com as proteinas do HCMV

A populacdo brasileira € conhecida pela grande variabilidade genética que
possui advindo do processo de miscigenacao de diferentes etnias que por aqui se
fixaram desde a sua colonizacdo pelos portugueses. As moléculas de HLA sao
altamente polimérficas por serem moléculas herdadas, cada individuo possui um alelo
do pai e um da mae (SECOLIN, et al., 2021; AZULAY; PORTO, et al., 2021).
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Figura 14. Frequéncia de alguns HLAs presentes nos pacientes. O preenchimento em verde nas
barras dos HLAs representa a frequéncia encontrada em individuos que apresentaram desfecho clinico
leve na infecgao pelo HCMV, e o preenchimento em vermelho representam a frequéncia encontrada
em individuos com desfecho grave pelo HCMV.
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A figura 15 representa a frequéncia de alguns dos HLAs mais prevalentes nos
pacientes recrutados para o estudo e a sua relagdo com a evolugao clinica do HCMV.
Observamos que alguns HLAs sado mais frequentes em individuos que apresentaram
desfecho leve na infecgdgo por HCMV (A*02:01, A*04:01 e A*11:.01) e em
contrapartida, alguns HLAs sdo mais frequentes em individuos com desfecho grave
na infecgdo por HCMV (A*01:01, C*16:01 e B*51:01). A diferenca observada nessa
frequéncia dos HLAs nos pacientes com diferentes desfechos clinicos nos leva a
questionar se a presencga desses alelos no repertério de cada paciente é capaz de
determinar de forma isolada o desfecho clinico por HCMV, ou se um conjunto de alelos
podem aumentar o risco de uma infecgao mais grave se estabelecer.

O polimorfismo apresentado pelos HLAs contribui com as diferencas no perfil
de resisténcia e susceptibilidade a infeccbes e doencas, interferindo na resposta
imunoldgica a varios tipos de patégenos (SOMMER, et al., 2005). A relagao entre o
repertorio de HLA e a susceptibilidade ou protecao a doengas € muito discutido, porém
0 mecanismo que determina essa caracteristica do HLA na infeccdo ainda nao € bem
compreendido (MEDHASI, et al., 2022).

Obter a classificagdo de susceptibilidade ou protecdo dos diferentes HLAs
frente a uma infecgdo pode ajudar no entendimento do que determina a patogénese
de doencas (PROFAIZER, et al.,, 2020). Portanto, a classificacdo de HLA pode
identificar associagdes entre os alelos e as infecgdes em um individuo e com isso
auxiliar na elucidagdo dos mecanismos imunoldgicos que contribuem com o desfecho
clinico das doengas (CRUX; ELAHI, 2017; LIU; ZHANG, 2020).

Identificar HLAs com maior relevancia clinica em diversas infecgdes pode
contribuir com avangos e melhorias no diagnéstico, tratamento e prevengao, ou seja,
a tipificagcado do HLA pode se tornar uma ferramenta médica para otimizar e melhorar
a conduta clinica (MEDHASI; CHANTRATITA, et al., 2022). Cabe ressaltar que a
grande variabilidade genética entre as populagbes pode ser um limitante na
padronizacao da ferramenta para todos os contextos da saude, talvez certos HLAs em
uma populagao podem estar relacionados a um desfecho e em outras regides e etnias
o desfecho ser o contrario. Por isso, o desenvolvimento de uma pontuacéo (score)
pode facilitar a utilizacdo do HLA como ferramenta médica no futuro da chamada
“medicina de precisdo” como um critério a ser considerado na conduta clinica com o

paciente.
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4.8 Elaboracao do score de HLAs do HCMV

Com as informacdes obtidas das planilhas de interacio entre peptideos e os HLAs,
criamos um score baseado no numero de interagcdes de afinidade alta (H) e
intermediaria (l) ICs0 < 500nM de cada HLA com as proteinas mais imunogénicas do
HCMV. Cada HLA apresentou um numero de interagdes relevantes para cada
proteina estudada e calculo do valor do score foi realizado pelo somatério final do

numero de interagdes com as proteinas estudadas (Tabela 7).

Tabela 7. Score dos HLAs elaborado de acordo com o nimero de interagdes de intermediaria e
alta afinidade

HLAs uL48 PP65 UL122 UL123 US32 US3 UL32 UL55 UL29 UL28 US29 SCORE
HLA-A*01:01 7 0 0 5 2 1 1 13 4 4 5 42
HLA-A*02:01 181 47 32 33 1 31 23 63 52 34 30 527
HLA-A*02:02 308 74 51 51 4 35 51 117 91 55 52 889
HLA-A*02:05 241 56 46 43 5 28 53 95 63 44 40 714
HLA-A*02:06 218 62 42 47 7 34 46 99 73 48 40 716
HLA-A*03:01 0 14 15 21 7 8 36 43 24 16 8 192
HLA-A*11:01 81 28 25 20 9 11 58 68 27 19 17 363
HLA-A*23:01 57 14 2 9 3 10 7 26 20 17 11 176
HLA-A*24:02 41 11 2 8 1 6 5 22 15 12 8 131
HLA-A*25:01 5 1 1 0 0 0 0 10 3 0 2 22
HLA-A*26:01 12 2 2 2 1 1 3 20 8 4 5 60
HLA-A*29:01 75 17 4 11 2 10 13 59 35 24 19 269
HLA-A*29:02 75 17 4 11 2 10 13 59 35 24 19 269
HLA-A*30:01 124 40 48 38 21 9 104 91 75 38 33 621
HLA-A*30:02 69 10 6 8 5 8 22 67 34 22 21 272
HLA-A*31:01 142 34 22 27 34 19 61 71 85 55 39 589
HLA-A*32:01 48 11 6 12 6 2 7 17 25 14 9 157
HLA-A*33:01 76 16 7 12 17 14 25 48 47 34 19 315
HLA-A*33:03 116 30 14 16 23 18 51 67 71 47 32 485
HLA-A*34:02 88 29 19 23 ) 13 65 86 41 28 24 425
HLA-A*36:01 9 0 0 3 2 1 0 10 6 5 6 42
HLA-A*66:01 11 3 4 8 3 1 5 22 7 6 2 72
HLA-A*66:02 17 10 9 12 5 2 11 31 12 9 7 125
HLA-A*68:01 137 43 30 31 12 19 93 98 63 42 32 600
HLA-A*68:02 142 39 32 25 2 13 55 75 48 35 33 499
HLA-A*68:03 95 29 18 18 9 14 53 67 49 32 25 409
HLA-A*69:01 62 28 23 18 1 7 29 47 34 21 16 286
HLA-A*74:01 18 6 1 5] 6 3 4 10 11 7 2 73
HLA-B*07:02 67 16 28 17 3 5 68 11 28 14 12 269
HLA-B*07:05 100 23 41 25 3 8 95 20 44 22 19 400
HLA-B*08:01 48 7 9 15 4 2 18 11 23 11 8 156
HLA-B*13:02 g 2 1 2 1 0 0 2 2 1 0 14
HLA-B*14:01 7 1 1 0 1 0 2 3 0 0 3 18
HLA-B*14:02 7 1 1 0 1 0 2 3 0 0 3 18
HLA-B*14:03 5 0 1 0 1 0 2 3 1 0 3 16
HLA-B*15:01 131 32 17 22 5] 10 37 68 52 37 22 433
HLA-B*15:03 264 64 48 52 17 20 79 129 104 62 44 883
HLA-B*15:09 6 1 1 0 1 1 3 2 2 1 3 21
HLA-B*15:10 3 0 0 0 1 0 2 1 0 0 1 8
HLA-B*15:15 42 6 5 9 2 1 10 29 17 10 6 137
HLA-B*15:16 26 12 7 8 3 2 8 27 11 5 14 123
HLA-B*15:17 175 33 28 30 13 20 53 92 49 29 43 565
HLA-B*15:39 161 40 24 32 6 12 43 82 61 41 28 530
HLA-B*27:02 1 0 0 0 2 2 0 0 1 0 3 9
HLA-B*27:03 0 0 0 1 2 0 1 0 2 1 0 7
HLA-B*27:05 106 14 8 21 18 9 28 36 64 37 29 370
HLA-B*35:01 62 16 12 9 2 6 23 45 23 14 11 223
HLA-B*35:02 21 1 7 5] 1 2 10 6 4 2 2 61
HLA-B*35:12 21 1 7 5 1 2 10 6 4 2 2 61
HLA-B*35:14 29 6 6 4 2 3 14 20 14 6 6 110
HLA-B*37:01 14 1 1 2 1 0 2 4 4 1 3 33
HLA-B*38:01 17 5] 3 2 B 4 2 B 6 g 4 52
HLA-B*39:01 50 8 9 6 2 3 11 14 13 6 8 130
HLA-B*39:02 104 21 17 19 5 4 24 36 25 13 17 285
HLA-B*39:05 16 5 4 2 1 2 3 5 4 3 6 51
HLA-B*39:06 30 5 7 0 2 0 12 10 4 1 5 76
HLA-B*39:10 60 11 23 20 3 6 38 13 19 11 8 212
HLA-B*40:01 45 6 8 10 1 1 10 25 13 8 8 135
HLA-B*40:02 70 12 10 10 4 4 17 33 21 9 10 200
HLA-B*40:05 36 11 7 8 2 1 14 22 13 8 9 131
HLA-B*41:01 73 16 11 15 5 3 24 27 23 10 11 218
HLA-B*41:02 85 15 9 14 5 4 23 42 26 13 12 248
HLA-B*42:01 92 22 34 23 3 7 75 19 35 17 16 343



HLA-B*44:02
HLA-B*44:03
HLA-B*45:01
HLA-B*48:01
HLA-B*49:01
HLA-B*50:01
HLA-B*50:02
HLA-B*51:01
HLA-B*52:01
HLA-B*53:01
HLA-B*55:01
HLA-B*56:01
HLA-B*57:01
HLA-B*57:03
HLA-B*58:01
HLA-B*58:02
HLA-B*81:01
HLA-B*82:01
HLA-C*01:02
HLA-C*02:02
HLA-C*03:02
HLA-C*03:03
HLA-C*03:04
HLA-C*04:01
HLA-C*05:01
HLA-C*06:02
HLA-C*07:01
HLA-C*07:02
HLA-C*08:01
HLA-C*08:02
HLA-C*08:04
HLA-C*12:02
HLA-C*12:03
HLA-C*14:02
HLA-C*15:02
HLA-C*15:05
HLA-C*16:01
HLA-C*17:01
HLA-C*18:01
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4.8.1 Aplicacéo do score nos pacientes transplantados e estimativa da pontuacao do

repertorio

Apods a elaboragdo dos valores de score de cada HLA-I, ele foi aplicado aos

respectivos HLAs de pacientes transplantados. Dessa forma, cada paciente recebeu

uma pontuacao para o seu repertério de HLA, que é a somatéria dos scores de todos

os HLAs do repertério (tabela 8).



Tabela 8. Representacao da aplicagao do score nos pacientes transplantados
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Al A2 B1 B2 c1 c2 SCORE
PACIENTE 1 A*01:01 A*26:01  B*18:01 B*38:01 C*07:01 C*12:03

SCORE 42 60 91 52 72 312 629
PACIENTE 2 A*24:02  A*24:02  B*18:01 B*18:01 C*05:01 C*05:01

SCORE 131 131 91 91 65 65 574
PACIENTE 3 A*26:01 A*26:01  B*38:01  B*38:01 C*12:03 C*12:03

SCORE 60 60 52 52 312 312 848
PACIENTE 4 A*01:01 A*24:.02  B*08:01  B*44:02 C*07:01 C*05:01

SCORE 42 131 156 91 72 65 557
PACIENTE 5 A*03:01 A*11:01 B*07:02 B*18:01 C*07:02 C*05:01

SCORE 192 363 269 91 100 65 1080

4.9 O score de HLAs aplicado aos pacientes e sua capacidade em predizer o desfecho
clinico da infeccéo por HCMV

Ao obter o score dos pacientes transplantados e separa-los conforme o

desfecho da infecgdo por HCMV, observamos que os pacientes com maior valor de

score tiveram uma apresentagcado clinica da reativacdo da infeccdo do HCMV

classificada como leve, provavelmente porque esse repertério de HLA seria 0 mais

provavel de reconhecer de forma mais efetiva o HCMV, e os pacientes que tiveram

HCMYV grave apresentaram valores de score mais baixos (Figura 16).



68

P Value =<0,0001
2500

RR = 4.22
PPV = 0.75 / NPV = 0.82
Sens. (<1329) = 0.78 0®
o 20004 specif. (<1329) = 0.80 000
3 .‘.o
AA 0 e
------------ *A IR EE R R R
g L4apaat" &
2 1000+ Aratana o..‘.o
Ll AAA
Z
500 - A A
0 . .
HCMV GRAVE HCMV LEVE

Figura 15. Score de HLA e desfecho clinico da infecgao por HCMV em pacientes transplantados.
Pacientes que tiveram a infec¢ao grave por HCMV estéo representados nos tridngulos vermelhos e os
pacientes de infeccao leve por HCMV estao representados nos circulos verdes. A linha tracejade
representa o ponto de corte para score alto e score baixo (1329). Ponto de corte calculado pela curve
ROC;Relative Risk (RR) = 3.4; Positive Predictive Value (PPV) = 0.78; Negative Predictive Value (NPV'
= 0.75; Sensitivity (Sens) = 0.73; Specificity (Specif) = 0.8.

Para definir um ponto de corte no valor de score para um possivel uso
prognostico, foi realizado o calculo da curva ROC (Figura 17), sendo o valor que
melhor separa as populacdes de acordo com o desfecho de infeccao por HCMV é
1329.

1.0-
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> .
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0.0 0.5 1.0

1 - Specificity

Figura 16. Analise da curva ROC para definir o ponto de corte no score de HLAs dos pacientes
transplantados
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De forma interessante, a maioria dos pacientes com score inferior a 1329
pertencem ao grupo de desfecho clinico grave na infecgdo por HCMV. Esses
pacientes apresentaram sintomas como febre, infecgdo com alta carga viral, mais de
25 dias de hospitalizagdo e, em alguns casos, inflamagdo no sitio do tecido
transplantado. Essas complicagdes e manifestacbes de sintomas comprometem a
recuperacao apos o transplante e aumentam os dias de permanéncia no hospital
aumentando o risco de rejeigdo do orgao transplantado. Por outro lado, os pacientes
com score superior a 1329 tiveram em geral desfecho clinico leve na infecgdo por
HCMV com auséncia de sintomas, baixa carga viral e menos que 25 dias de
hospitalizagao.

Dentro da populagéo testada, o score abaixo de 1329 apresentou um risco
relativo (RR) de 4.22, ou seja, os pacientes com valor de score baixos tém 4x mais
chances de apresentar um desfecho clinico grave caso tenham uma doenga causada
por reativagao do HCMV. Além disso, o valor preditivo positivo (PPV) do score foi de
75%, o valor preditivo negativo (NPV) de 82% e a sensibilidade e especificidade do
score foi de 78% e 80% respectivamente, baseado nos pacientes e desfechos clinicos

analisados.

4.10 O score de HLAs dos pacientes se correlaciona negativamente com a produgéo
de IL-10 e IL-17A pelos linfocitos T CD8+

Para avaliar se a producdo de citocinas pode estar relacionada com o score
dos pacientes e desfecho clinico, verificamos a correlagao entre o score desenvolvido
e os resultados de citocinas obtidos através da citometria de fluxo das PBMCs
estimuladas com a biblioteca de peptideos do HCMV. A produgéao das citocinas IL-10
e IL-17A pelos pacientes transplantados apresentaram uma correlagdo negativa com

o valor de score apresentado pelos pacientes (Figura 18).
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Figura 17. Correlagao entre producao das citocinas IL-10 (A) e IL-17A (B) pelos linfocitos T
CD8+ e o score de HLA. Pacientes que tiveram infecgao grave pelo HCMV estao representados
pelos circulos vermelhos e os pacientes que tiveram HCMV leve estao representados nos circulos
verdes. Pacientes que nunca tiveram infeccdo por HCMV estdo representados nos circulos
pretos. A linha tracejada representa o valor de score de 1329. Os testes de correlagdo foram
realizados no prisma e foram encontrados valores de R negativos, mostrando a correlagac
negativa entre valor de score e produgéao das citocinas.

A IL-10, uma citocina importante no controle da inflamacao provocada pela
resposta imune, proporciona um efeito mais anti-inflamatério e € muito estudada e
citada nos estudos relacionados a resposta ao HCMV e na maioria das vezes
exercendo um papel nao tao regulador como esperado. A maioria dos estudos do
sobre IL-10 nas respostas contra o HCMV relaciona altos niveis dessa citocina a
presenca de maior carga viral, contribuicdo na reativagao do virus e persisténcia da
infeccdo em pacientes transplantados (SANDHU; BUCHKOVICH, 2020; MIN C-K, et
al., 2020; HOLDER; GRANT, 2019). No presente estudo, nao foi possivel confirmar
tal associacao, pois ndo observamos diferencas na producéao de IL-10 comparando os
grupos leve e grave, provavelmente devido ao pequeno N amostral. Porém,
observamos uma correlacao negativa em que a grande maioria dos pacientes com
score <1329 apresentam maior produc¢ao de IL-10, reforcando a suspeita dos efeitos
deletérios dessa citocina na infecgéo.

Uma outra caracteristica muito importante, € que o HCMV é capaz de produzir
uma IL-10 homologa a do hospedeiro e propiciar um ambiente mais anti-inflamatério
favoravel a sua replicacao e infec¢ao, e no contexto dos individuos imunossuprimidos
ja existe uma desvantagem ao virus no ponto de vista de efetividade do sistema

imune. Ainda nao é elucidado o quanto essa IL-10 do individuo pode ser associada
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ao desfecho clinico, mas talvez, a presenca da IL-10 homologa do virus em conjunto
com uma producado maior da IL-10 do paciente possa favorecer a continuidade da
infecgado pelo HCMV ou atrapalhar a resposta efetora associada ao seu controle
(POOLE, et al., 2020; YOUNG, et al., 2017).

Em contrapartida, a participagdo da IL-17A na infecgdo por HCMV e no
transplante ainda precisa ser muito estudada e discutida. Alguns estudos relacionam
a presencga da IL-17A com a rejeicdo no transplante, mas nada associado com a
infecgdo por HCMV (FABREGA, et al., 2009). J4 um estudo mais recente afirma que
a presenca de viremia do HCMV esta associada a niveis séricos mais elevados de IL-
17A nos pacientes de transplante renal que apresentam rejeicdo (DHITAL, et al.,
2022). De acordo com esse trabalho, a infecgédo pelo virus promove dano ao
aloenxerto por meio do recrutamento de células do perfil Th1/17 mediado por citocinas
(DHITAL, et al., 2022). Mais estudos com énfase na IL-17A precisam ser realizados
para se entender melhor o papel dessa citocina na infecgdo por HCMV em pacientes
transplantados.

A grande maioria das infecgdes do HCMV sao subclinicas e talvez por essa
razao nao existam muitos estudos buscando se aprofundar nos diferentes desfechos
clinicos por ser um problema apenas em parte da populagdo, os
imunocomprometidos. Apesar de saber que a infeccdo causa danos a esses
individuos, pouco se é explorado sobre as diferengcas de uma infeccdo mais leve e
uma mais grave, especialmente nos transplantados. Muitos estudos descrevem a
biologia do virus e principalmente os seus mecanismos de escape. Em contrapartida,
nao € possivel hoje encontrar diretrizes que auxiliem na classificagdo de gravidade
desses individuos na presencga da infecgao.

Uma das formas bem estabelecidas de definir risco de infeccdo por HCMV nos
pacientes transplantados € o status sorolégico. Na rotina clinica ja € bem estabelecido
qgue os transplantes que ocorrem entre doador IgG+ para o HCMV e o receptor IgG-
sdo considerados de risco pela possivel transmissao iatrogénica do virus e também
pela susceptibilidade aumentada devido a utilizacdo dos imunossupressores. Porém,
o risco de uma infecgdo mais grave nao deve se limitar apenas a esse status
soroldgico, visto que nos dados do estudo retrospectivo a sorologia pré-transplante
predominante em ambos os grupos de diferentes gravidades é IgG+. Além disso,
muitos estudos sobre HCMV e transplantes também relacionam gravidade apenas a

presenga de viremia e se torna evidente que é preciso mais do que esses dois fatores
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para determinar o risco de evolugao na infeccdo, como por exemplo presenca e
gravidade de sintomas quando apresentados.

No presente estudo, foram considerados a manifestacdes de sintomas e tempo
de internagao para diferenciar um paciente como leve ou grave, de modo a evitar
inserir um paciente em um grupo que nao represente a sua gravidade de infecg¢ao. Ter
essa classificagcdo mais robusta e um consenso na clinica dos pacientes
transplantados de uma maneira geral, contribuiria para comparar melhor os grupos de
pacientes em estudos conduzidos em diferentes regides por exemplo. Além disso, os
resultados obtidos do score indicam que essa metodologia de classificar o repertorio
dos HLAs dos pacientes pode ser muito util na deteccao de pacientes transplantados

gue podem desenvolver uma infecgdo mais severa.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

O numero de transplantes realizados mundialmente tem crescido ano a ano e
possibilitado que mais pacientes se recuperem de diversas doencas. E de se esperar
que o numero de complicagcdes em pacientes transplantados e acometidos por HCMV
também cresga. Em paises com alta prevaléncia de infeccdo por HCMV, como o
Brasil, o risco de complicagdes e perda do 6rgao € grande. De tal modo que mais
pesquisas sao necessarias para se evitar as complicagcdes que o HCMV pode causar.
Entre os pacientes transplantados com reativagdo de HCMV, alguns evoluem para
formas de apresentacdo clinica graves e outros nado. Investigar as diferencas na
resposta imune desses pacientes podera fornecer informagdes valiosas para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes para os pacientes que evoluem de forma
grave, reduzindo a morbimortalidade e seus custos associados. O SUS & maior
sistema publico de transplantes no mundo. O fomento da pesquisa e desenvolvimento
de novas estratégias na saude publica, tais como o PPSUS (financiador deste projeto)
€ fundamental para melhoria dos resultados assistenciais e redugado dos custos
advindos de complicagbes pos-operatédrias. Para isso, realizamos um estudo in vitro
utilizando uma biblioteca de peptideos de HCMV para estimular o PBMCs de
pacientes que foram transplantados, e que possuiam desfecho clinico conhecido.
Entre os pacientes que evoluiram de forma grave observamos um aumento da

frequéncia de linfécitos T CD8+ produtores de TNF assim como aumento da
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expressdo do marcador CD57 nessa mesma populagdo. Como ja discutido, o papel
dessa citocina tem sido descrito na literatura como sendo importante em alguns
aspectos da infeccao por HCMV, inclusive para reativacao do virus. Ao mesmo tempo,
estudos sugeriram que o virus possui mecanismos que poderiam bloquear os efeitos
deletérios apresentados pelo TNF durante a infec¢cdo do virus. Contudo, mais estudos
sdo necessarios para compreender o papel do TNF em diferentes momentos da
infeccdo por HCMV. E necessario compreender como o TNF pode desencadear uma
infeccdo mais grave nos pacientes transplantados com reativagcdo do HCMV. E, se o
TNF realmente for o causador de um desfecho mais grave, outra importante questéo
seria descrever as causas do aumento na expressao de TNF pelos linfocitos T CD8+.

Durante as analises para constru¢do da biblioteca de peptideos, uma segunda
abordagem foi elaborada visando compreender os mecanismos pelos quais essa
diferenca no perfil de infecgao pode ser desencadeada e se pode ter relagdo com os
HLAs dos pacientes. Investigar o repertério de HLAs dos individuos transplantados e
o tipo de interacao estabelecida com os peptideos do virus poderia trazer informagdes
importantes sobre a fase inicial e determinante da apresentacdo de antigenos. Para
investigarmos o repertorio de HLA dos pacientes e suas interacbes com o HCMV,
realizamos um estudo retrospectivo de individuos transplantados previamente
infectados e com desfecho leve e grave. De posse das informagdes da tipificacdo de
HLA dos pacientes, por meio de estudos de bioinformatica, foi gerado um score com
base no numero de interagdes de alta e intermediaria afinidade que cada molécula de
HLA realiza com epitopos das 10 proteinas mais imunogénicas do virus. Observamos
que de fato, o tipo de interacao alta/intermediaria ou baixa parece ter grande influéncia
no desfecho clinico dos pacientes. De forma semelhante, para investigarmos o quanto
esses dados se correlacionavam aplicamos o mesmo sistema de score para os
pacientes que analisamos a resposta imune com a biblioteca de peptideos. Quando
cruzamos os dados das populag¢des imunes e producao de citocinas dos pacientes
com o valor de score, observamos uma correlagdo negativa entre o score e a produgao
de IL-10 e IL-17A. Portanto, os pacientes com score mais baixo e desfecho grave
possuem maiores taxas de linfocitos T CD8+ produtoras de IL-10 e IL-17A. Isso indica
uma possivel relagao entre o perfil do HLA do individuo, e consequentemente o tipo
de interacdo com os peptideos do HCMV, com a producédo dessas citocinas. Para
nossa surpresa, nao foi observado uma correlagcao clara entre o valor de score e as

populagdes produtoras de TNF. Além disso, as citocinas IL-10 e IL-17A que
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apresentaram correlagdo negativa com o valor de score, ndo estavam aumentadas
apenas nos pacientes com desfecho grave em relagado aos casos leves no estudo da
resposta imune.

Umas das possiveis explicagdes para tais achados pode ser a presenca de
valores altos de score em alguns pacientes graves e valores de score baixo em alguns
pacientes leves, ndo havendo uma separagao muito clara entre os dois grupos
estudados. Além disso, seria desejavel um numero amostral maior para realizagdo do
estudo in vitro. Contudo, vale ressaltar que o recrutamento desses pacientes nao é
facil, uma vez que muitos deles apresentam comprometimento de saude ou de
mobilidade para participacdo do estudo. Por isso, mais estudos e, especialmente,
coortes mais longas s&o necessarias para obtengado de dados que confirmem esses
achados. No entanto, o score elaborado no desenvolvimento do estudo se mostrou
eficaz na determinagcéo de desfecho clinico dos pacientes analisados no estudo
retrospectivo.

O HLA é sabidamente importante no desenvolvimento de uma resposta imune,
e com os resultados obtidos € possivel inferir que ele também tenha papel
determinante no desfecho das infecgdes. Por isso, o score pode se tornar uma
ferramenta progndstica promissora nos casos de infecgdo por HCMV em pacientes
transplantados e integrar os critérios médicos para auxiliar na decisdo do tratamento
mais adequado. Além disso, caso se confirme a aplicabilidade do score em uma
populagcao maior, ele pode ser utilizado para classificar o risco em desenvolver
diversas infec¢des conhecidas e de grande impacto mundial e compor mais uma linha
de estudo voltada para a medicina personalizada, focada no organismo de cada

individuo de acordo com suas informagdes bioldgicas.
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7. ANEXOS

Estudo das alterapdes do sistema immaldgieo apés o transplants de drgdos solidos.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Adultos)

Wocé esta sendo gonyidado(a) para parficipar, como voluntario, em uma pesquisa. Apds ser
esclarecidela) sobre as infermactes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento, que esta em duas vias. Uma delas & sua e a outra & do pesquisador responsavel.

Desde logo fica garanfide o sigilo das infermacies que iremos coletar de wocé. Quando
apresentarmos os resultados dessa pesquisa, garantimos que sua identidade ndo sera relevada. Em caso
de recusa vocé nde sera penalizadala) de forma alguma. Salientamos que sua parficipagdo (ou n3o-
participagdo) nesse projeto ndo podera acarretar em qualguer prejuizo seja para vocg, seja financeire ou
qualguer outro fipo de prejuizo. Vocé pode desistir de parficipar da pesquisa a gualguer momento, mesmo
se tiver concordado previamente. Solicitamos que caso sinta-se prejudicado de alguma forma, tenha
alguma divida &tica ou deseje qualguer informagde exira, comunigue-se 3 equipe do projeto ou ao CEP
(telefones abaico).

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Estudo das alteracies do sistema imunologico em transplante de drgdoes solidos.
Pesquisador Responsavel: Cristiano Xavier Lima

Enderego e telefone do responsavel pelo estudo
- Av. do Contorno, 9530
- Telefone: 31 992963575 ou 31 35147000

Enderego e telefone institucional do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Hospital Eelicio Rocha:
- Av_do Contorno, 9530 Bairro Barro Preto, Belo Horizonte, MG

- TeleEax (31) 3514 7000

0 objetivo desse estudo € buscar um melhor entendimento sobre a forma como o sistema imunologico do
corpo humano responde 3 ao transplante de orgdos e ao uso de medicamentos imunossupressores. Os
medicamentos para evitar a rejeicao do orgdo transplantado alteram o sistema imunologico do paciente.
Estas alteracies, além de proteger contra a rejeicdo podem mudar a forma como o organismo atua na
defesa confra infeccoes. Os pacientes transplantados em wso de medicamentos imunossupressores
apresentam maior risco de infeccies do que o paciente ndo transplantado. Sabe-se pouco sobre a forma
como o sistema de defesa do corpo humano (sistemna imunologico) do paciente fransplantado responde a
infeccdo. O objetivo desse estudo & investigar como o sistema imunologico do paciente transplantado
reage aoc uso de medicamentos imunossupressores e como podemos evitar a rejeicdo sem aumentar o
rizco da infeccdo. Assim, pretendemos recrutar voluntarios saudaveis e pacientes em lista de espera para
transplante de figado ou rim.

Se voog aceitar paricipar desse estudo, vamos colher até 60 ml. de sangue antes do seu transplante, 30
dias apos o transplante, para a realizacde de exames e testes de laboraforio para verificar como seu
organizmo esta lidando com os medicamentos imunossupressores. A coleta do sangue sera realizada
usando tubos pequenos através de uma puncao na veia do membro superior da sua preferéncia durante
a coleta dos exames pré fransplantes de rofina. Dependendo de como vecé evoluir, poderemos te convidar
para coletas futuras entre 1-5 meses em caso de rejeicdo ou infecpdo. E importante lembrar que a coleta
de sangue pode causar desconforto & hematoma no local de introducdo da agulha. Em raros casos,
algumas pessoas desmaiam por verem o Seu proprio sangue. Seu sangue sera ufilizado para os exames
£ suas células poderdo ser congeladas para estudos posteriores com novas tecnologias. Também
pedimos autorizacio para avaliar sua ficha médica a fim de caracterizar seu caso. Informamos gue sua
pariicipacdo neste estudo ndo envolve qualquer remuneracao.

Fouhwica participante Fuhrica pesgoizadn
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studo das alteragdes do sisterna iImmoldgico apos o transplante de dredos solidos

+ CONSENTIMENTO DA FAH‘I’ICIPAI;EG DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , idade___ abaixo assinade, concordo em participar do
estudo “Estudo das alferactes do sistema imunclogico apds o fransplante de drgdos sdlidos. " come
voluntario. Fui devidamente infonnadn e esclarecido pelo pesquisador
sobre a pesquisa, os procedimentos nela envaolvidos, assim como
o0& possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha parlicipacde. Foi-me garanfido o sigile das
informacgies e que posso retirar meu consentimento a gualguer momento, sem que isto leve g gualguer
penalidade ou inferrupcdo de mew acompanhamentol assisténciafratamento.

Maome:

Telefone:

Endereco:

Data

Assinatura do participante

+ Mome e Assinatura do pesguizador:

PITHCA pariuC e Bubrica eSS0
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PROTEINA TAMANHO

UL48

pp65/UL83

UL122/IE2

89

Sequéncia peptidica das 10 proteinas do HCMV

2241

561

580

SEQUENCIA

MKVTQASCHQGDIARFGARAGNQCVCNGIMFLHALHLGGTSAVLQTEALDAIMEEGARLDARLEREL
QKKLPAGGRLPVYRLGDEVPRRLESRFGRTVHALSRPFNGTTETCDLDGYMCPGIFDFLRYAHAKPR
PTYVLVTVNSLARAVVFTEDHMLVFDPHSSAECHNAAVYHCEGLHQVLMVLTGFGVQLSPAFYYEAL
FLYMLDVATVPEAEIAARLVSTYRDRDIDLTGVVRESADTAATTTTAAPSLPPLPDPIVDPGCPPGVAP
SIPVYDPSSSPKKTPEKRRKDLSGSKHGGKKKPPSTTSKTLATASSSPSAIAAASSSSAVPPSYSCGE
GALPALGRYQQLVDEVEQELKALTLPPLPANTSAWTLHAAGTESGANAATATAPSFDEAFLTDRLQQL
IIHAVNQRSCLRRPCGPQSAAQQAVRAYLGLSKKLDAFLLNWLHHGLDLQRMHDYLSHKTTKGTYSTL
DRALLEKMQVVFDPYGRQHGPALIAWVEEMLRYVESKPTNELSQRLQRFVTKRPMPVSDSFVCLRPV
DFQRLTQVIEQRRRVLQRQREEYHGVYEHLAGLITSIDIHDLDASDLNRREILKALQPLDDNAKQELFRL
GNAKMLELQMDLDRLSTQLLTRVHNHILNGFLPVEDLKQMERVVEQVLRLFYDLRDLKLCDGSYEEGF
VVIREQLSYLMTGTVRDNVPLLQEILQLRHAYQQATQQNEGRLTQIHDLLHVIETLVRDPGSRGSALTL
ALVQEQLAQLEALGGLQLPEVQQRLQNAQLALSRLYEEEEETQRFLDGLSYDDPPTEQTIKRHPQLRE
MLRRDEQTRLRLINAVLSMFHTLVMRLARDESPRPTFFDAVSLLLQQLPPDSHEREDLRAANATYAQM
VKKLEQIEKAGTGASEKRFQALRELVYFFRNHEYFFQHMVGRLGVGPQVTELYERYQHEMEEQHLER
LEREWQEEAGKLTVTSVEDVQRVLARAPSHRVMHQMQQTLTTKMQDFLDKEKRKQEEQQRQLLDG
YQKKVQQDLQRVVDAVKGEMLSTIPHQPLEATLELLLGLDQRAQPLLDKFNQDLLSALQQLSKKLDGR
INECLHGVLTGDVERRCHPHREAAMQTQASLNHLDQILGPQLLIHETQQALQHAVHQAQFIEKCQQG
DPTTAITGSEFESDFARYRSSQQKMEGQLQETRQQMTETSERLDRSLRQDPGSSSVTRVPEKPFKG
QELAGRITPPPADFQRPVFKTLLDQQADAARKALSDEADLLNQKVQTQLRQRDEQLSTAQNLWTDLV
TRHKMSGGLDVTTPDAKALMEKPLETLRELLGKATQQLPYLSAERTVRWMLAFLEEALAQITADPTHP
HHGSRTHYRNLQQQAVESAVTLAHQIEQNAACENFIAQHQEATANGASTPRVDMVQAVEAVWQRLE
PGRVAGGAARHQKVQELLQRLGQTLGDLELQETLATEYFALLHGIQTFSYGLDFRSQLEKIRDLRTRF
AELAKRCGTRLSNEGALPNPRKPQATTSLGAFTRGLNALERHVQLGHQYLLNKLNGSSLVYRLEDIPS
VLPPTHETDPALIMRDRLRRLCFARHHDTFLEVVDVFGMRQIVTQAGEPIYLVTDYGNVAFKYLALRDD
GRPLAWRRRCSGGGLKNVVTTRYKAITVAVAVCQTLRTFWPQISQYDLRPYLTQHQSHTHPAETHTL
HNLKLFCYLVSTAWHQRIDTQQELTAADRVGSGEGGDVGEQRPGRGTVLRLSLQEFCVLIAALYPEYI
YTVLKYPVQMSLPSLTAHLHQDVIHAVVNNTHKMPPDHLPEQVKAFCITPTQWPAMQLNKLFWENKL
VQQLCQVGPQKSTPSLGKLWLYAMATLVFPQDMLQCLWLELKPQYAETYASVSELVQTLFQIFTQQC
EMVTEGYTQPQLPTGEPVLQMIRVRRQDTTTTDTNTTTEPGLLDVFIQTETALDYALGSWLFGIPVCLG
VHVADLLKGQRVLVARHLEYTSRDRDFLRIQRSRDLNLSQLLQDTWTETPLEHCWLQAQIRRLRDYLR
FPTRLEFIPLVIYNAQDHTVVRVLRPPSTFEQDHSRLVLDEAFPTFPLYDQDDNTSADNVAASGAAPTP
PVPFNRVPVNIQFLRENPPPIARVQQPPRRHRHRAAAAADDDGQIDHAQDDTSRTADSALVSTAFGG
SVFQENRLGETPLCRDELVAVAPGAASTSFASPPITVLTQNVLSALEILRLVRLDLRQLAQSVQDTIQH
MRFLYLL
MESRGRRCPEMISVLGPISGHVLKAVFSRGDTPVLPHETRLLQTGIHVRVSQPSLILVSQYTPDSTPCH
RGDNQLQVQHTYFTGSEVENVSVNVHNPTGRSICPSQEPMSIYVYALPLKMLNIPSINVHHYPSAAER
KHRHLPVADAVIHASGKQMWQARLTVSGLAWTRQQNQWKEPDVYYTSAFVFPTKDVALRHVVCAHE
LVCSMENTRATKMQVIGDQYVKVYLESFCEDVPSGKLFMHVTLGSDVEEDLTMTRNPQPFMRPHER
NGFTVLCPKNMIIKPGKISHIMLDVAFTSHEHFGLLCPKSIPGLSISGNLLMNGQQIFLEVQAIRETVELR
QYDPVAALFFFDIDLLLQRGPQYSEHPTFTSQYRIQGKLEYRHTWDRHDEGAAQGDDDVWTSGSDS
DEELVTTERKTPRVTGGGAMASASTSAGRKRKSASSATACTAGVMTRGRLKAESTVAPEEDTDEDS
DNEIHNPAVFTWPPWQAGILARNLVPMVATVQGQNLKYQEFFWDANDIYRIFAELEGVWQPAAQPKR
RRHRQDALPGPCIASTPKKHRG
MESSAKRKMDPDNPDEGPSSKVPRPETPVTKATTFLQTMLRKEVNSQLSLGDPLFPELAEESLKTFE
QVTEDCNENPEKDVLTELGDILAQAVNHAGIDSSSTGPTLTTHSCSVSSAPLNKPTPTSVAVTNTPLPG
ASATPELSPRKKPRKTTRPFKVIIKPPVPPAPIMLPLIKQEDIKPEPDFTIQYRNKIIDTAGCIVISDSEEEQ
GEEVETRGATASSPSTGSGTPRVTSPTHPLSQMNHPPLPDPLGRPDEDSSSSSSSSCSSASDSESES
EEMKCSSGGGASVTSSHHGRGGFGGAASSSLLSCGHQSSGGASTGPRKKKSKRISELDNEKVRNIM
KDKNTPFCTPNVQTRRGRVKIDEVSRMFRHTNRSLEYKNLPFMIPSMHQVLEEAIKVCKTMQVNNKGI
QIIYTRNHEVKNEVDQVRCRLGSMCNLALSTPFLMEHTMPVTHPPDVAQRTADACNDGVKAVWNLKE
LHTHQLCPRSSDYRNMIIHAATPVDLLGALNLCLPLMQKFPKQVMVRIFSTNQGGFMLPIYETAAKAYA
VGQFEKPTETPPEDLDTLSLAIEAAIQDLRNKSQ



UL123/IE1

uUS32

UL28

uS29

US3

UL32

UL55

397

183

272

462

95

1048

907

90

MMGMYGAISLLTEFCRVLCCYILEETSVLLAKRPLITKPEVINIMKRRIEEICMKVFAQYILGADPLRVCS
PSVDDLRAIAEESDEENAIAAYTLATAGASSSDSLVSPPESPVPATIPLSSVIVAENSDQEESEQSDEER
EEGAQEEREDTVSVKSEPVSEIEQVASEEEEDGAEEPTTSGGKSTHPMVTRSKADH
MAMYTSESERDWRRVIHDSHGLWCDCGDWREHLYCVYDSHFQRRPTTRAERRAANWRRQMRRLH
RLWCFCQDWKCHALYAEWDGKESDDESSASSSGEAPEQQVPAWKTVRAFSRAYHHRINRGLRGTP
PPRNLPGYEHASEGWRFCNRRERREDDLRTRAEPDRVVFQLGGVPPRRHRETYV
MLGDTQYFGVVRDHKTYRRFSCLRQAGRLYFIGLVSVYECVPDANTAPEIWVSGHGHAFAYLPGEDK
VYVLGLSFGEFFENGLFAVYSFFERDYVDEIVEGAWFKHTFAGMYELSQILHDRTNLLRVCQLHAGSKI
RLGGSPACTFTFGSWNVAEADEANNFVIGVLEQAHFVVIGWMEPVNKAVFMDAHGGIHVLLYGTMLV
KLAETLRGFIRQGSFWFRCPRRFCFSPLDSSATVAAKPVSSHTSPAYDVSEYVFSGRSVLDSVSGTG
AS
MRCFRWWLYSGWWWLTFGCARTVTVGFVAPTVRAQSTVVRSEPAPPSETRRDNNDTSYFSSTSFH
SSVSPATSVDRQFRRTTYDRWDGRRWLRTRYGNASACVTGTQWSTNFFFSQCEHYPSFVKLNGVQ
RWTPVRRPMGEVAYYGGCCMVGGGNRAYVILVSGYGTASYGNALRVDFGRGNCTAPKRTYPRRLE
LHDGRTDPSRCDPYQVYFYGLQCPEQLVITAHGGVGMRRCPTGSRPTPSRPHRHDLENELHGLCVD
LLVCVLLLALLLLELVPMEAVRHPLLFWRRVALSPSTSKVDRAVKLCLRRMLGLPPPPSVAPPGEKKEL
PAQAALSPPLTTWSLPPFPSTRIPDSPPPPYQLRHATSLVTVPTLLLYTSSDIGDTASETTCVAHATYG
EPPEPARSTATVQECTVLTAPNCGIVNNDGAVSEGQDHGDAVHHSLDVVSQCAADTGVVDTSE
PWFQIEDNRCYIDNGKLFARGSIVGNMSRFVFDPKADYGGVGENLYVHADDVEFVPGESLKWNVRNL
DVMPIFETLALRLVLQGDVIWLRCVPEL
MSLQFIGLQRRDVVALVNFLRHLTQKPDVDLEAHPKILKKCGEKRLHRRTVLFNELMLWLGYYRELRF
HNPDLSSVLEEFEVRCVAVARRGYTYPFGDRGKARDHLAVLDRTEFDTDVRHDAEIVERALVSAVILA
KMSVRETLVTAIGQTEPIAFVHLKDTEVQRIEENLEGVRRNMFCVKPLDLNLDRHANTALVNAVNKLVY
TGRLIMNVRRSWEELERKCLARIQERCKLLVKELRMCLSFDSNYCRNILKHAVENGDSADTLLELLIED
FDIYVDSFPQSAHTFLGARSPSLEFDDDANLLSLGGGSAFSSVPKKHVPTQPLDGWSWIASPWKGHK
PFRFEAHGSLAPAAEAHAARSAAVGYYDEEEKRRERQKRVDDEVVQREKQQLKAWEERQQNLQQR
QQQPPPPARKPSASRRLFGSSADEDDDDDDDEKNIFTPIKKPGTSGKGAASGGGVSSIFSGLLSSGS
QKPTSGPLNIPQQQQRHAAFSLVSPQVTKASPGRVRRDSAWDVRPLTETRGDLFSGDEDSDSSDGY
PPNRQDPRFTDTLVDITDTETSAKPPVTTAYKFEQPTLTFGAGVNVPAGAGAAILTPTPVNPSTAPAPA
PTPTFAGTQTPVNGNSPWAPTAPLPGDMNPANWPRERAWALKNPHLAYNPFRMPTTSTASQNTVST
TPRRPSTPRAAVTQTASRDAADEVWALRDQTAESPVEDSEEEDDDSSDTGSVVSLGHTTPSSDYNN
DVISPPSQTPEQSTPSRIRKAKLSSPMTTTSTSQKPVLGKRVATPHASARAQTVTSTPVQGRLEKQVS
GTPSTVPATLLQPQPASSKTTSSRNVTSGAGTSSASSARQPSASASVLSPTEDDVVSPATSPLSMLSS
ASPSPAKSAPPSPVKGRGSRVGVPSLKPTLGGKAVVGRPPSVPVSGSAPGRLSGSSRAASTTPTYPA
VTTVYPPSSTAKSSVSNAPPVASPSILKPGASAALQSRRSTGTAAVGSPVKSTTGMKTVAFDLSSPQK
SGTGPQPGSAGMGGAKTPSDAVQNILQKIEKIKNTEE
MESRIWCLVVCVNLCIVCLGAAVSSSSTRGTSATHSHHSSHTTSAAHSRSGSVSQRVTSSQTVSHGV
NETIYNTTLKYGDVVGVNTTKYPYRVCSMAQGTDLIRFERNIVCTSMKPINEDLDEGIMVVYKRNIVAH
TFKVRVYQKVLTFRRSYAYIHTTYLLGSNTEYVAPPMWEIHHINSHSQCYSSYSRVIAGTVFVAYHRDS
YENKTMQLMPDDYSNTHSTRYVTVKDQWHSRGSTWLYRETCNLNCMVTITTARSKYPYHFFATSTG
DVVDISPFYNGTNRNASYFGENADKFFIFPNYTIVSDFGRPNSALETHRLVAFLERADSVISWDIQDEK
NVTCQLTFWEASERTIRSEAEDSYHFSSAKMTATFLSKKQEVNMSDSALDCVRDEAINKLQQIFNTSY
NQTYEKYGNVSVFETTGGLVVFWQGIKQKSLVELERLANRSSLNLTHNRTKRSTDGNNATHLSNMES
VHNLVYAQLQFTYDTLRGYINRALAQIAEAWCVDQRRTLEVFKELSKINPSAILSAIYNKPIAARFMGDV
LGLASCVTINQTSVKVLRDMNVKESPGRCYSRPVVIFNFANSSYVQYGQLGEDNEILLGNHRTEECQL
PSLKIFIAGNSAYEYVDYLFKRMIDLSSISTVDSMIALDIDPLENTDFRVLELYSQKELRSSNVFDLEEIMR
EFNSYKQRVKYVEDKVVDPLPPYLKGLDDLMSGLGAAGKAVGVAIGAVGGAVASVVEGVATFLKNPF
GAFTIILVAIAVVIITYLIYTRQRRLCTQPLQNLFPYLVSADGTTVTSGSTKDTSLQAPPSYEESVYNSGR
KGPGPPSSDASTAAPPYTNEQAYQMLLALARLDAEQRAQQNGTDSLDGRTGTQDKGQKPNLLDRLR
HRKNGYRHLKDSDEEENV
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