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RESUMO

A COVID-19 esta relacionala uma sindromeespiratériaaguda graveno trato respirato
inferior causada pelo 3¥6-CoV-2. Andlises obsefacionais mostraram que pessoas
vacinadas com o Bacilo CalmetBuérin (BCG) tém menor probabilidade de desenvolver
formas graves da COVHDI. Assim, foi hipoteizado que a asociacdo dese bacilo com
eptopos imunogénicosseleciondos por técnicas de vaglogia reversadas proteinas
estruturais do SARE0V-2 pode acarretap desenvolvimento de uma resposta imune inata
treinada capaz daumentar a resposta imupeotetoraespedfica contra esse Mis. Assm,

esse trabalho teve conubjetivo identificar eptopos imunoestimulantes da protegmkedo
SARSCoV-2 e associos ao BCG vacinal para a estimulagdo de uma resposta imune inata
treinada Para issp53.838 gnomagdeposiados em bancos de dadiis SARS-CoV-2 foram
utilizados easputativassequéniasproteicas preditas dgpikedo virusforam alinhadas para a
determingdo deuma proteina consenso mundi@lestiutura dessa proiea foi predita por
modelagem mleculare foi possivel identificar dois mideos de maior promiscade de se

ligar aosBCR, MCH-I e MHC:II, assim comoas caracteristicas quanto estabilidade,
imunogenicidade, ndo alengicidade e com propriedadesisico-quimicascompativeis para o
desenvévimento de peptideosnunogenica Pa ancoragenmolecular foi pasivel idenficar

0s paitos e as forcas de interacdo com as moléculas de @HEpitopo 1 apresenta pontos

de alteracOes ja identificadas nas variantes do nowmawirus, assim comom ponto den-
glicosilacdo. Por outro lado, epitopo 2hdo se encontram posicOesle alta vamabilidade nas
variantes em circulacdo no momento, incluindo a nova variante 6miguas formulacdes
contendo o BCG e cada peptideo forantizatilas paraestimular macrofags derivados da
medula 6ssea uanina demonsando um aumeant expressivona secrecaale IL-6, IL-1b e
TNF-a quando do contato prévio com essa formulacdo. Ademais, a via de MAPK se mostrou
mais ativada nessas células com destaogara maiorativacdo de p38 Analisesin vivo
utilizando canundongos CH3BL/6 vacinadosintramusculamente com & formulagées,
mostraram um aumento expressivo na producédo de IgG total, IgG1 e IgG2c especificos para
0s peptideos da proteispikeno soro,assim como a se@&o aumentadde IFNg, IL-6,
TNF-Ue IL-17. Em suma, a abordagem raui de predjdo de epitoos imunogénics ao
seremassociadsao BCG vacinal foi capaz de induzir a imunidadietiva tanto inata quanto

adaptativa em modelas vitro ein vivo.

Palavraschave: COVID-19; Vacinologa reversakEpitopos,BCG; Imunidade inata treinada.



ABSTRACT

COVID-19 is elated to a severe acute respiratory syndrome in the lower respiratory tract
caused by SAR®0V-2. Observational analyzes have shown that people vaccinated with
Bacilus CalmetteGuérin (BCG)are less likely to develop severe forofSCOVID-19. Thus,

it was hypothesized that the association of this bacillus with immunogenic epitopes selected
by reverse vaccinology techniques of the structural proteins of SARS2 may lead to the
development D a trained innate immune response dd@aof incrasing the priective
immune response against this virus. Thus, this work aimed to identify immunostimulatory
epitopes of the SARE0V-2 spike protein and associate them with waedBCG for the
specificsimulation of a trained innate immunespomnseFor this, 53838 genomes deposited

in SARSCoV-2 databases were used and the putative predicted protein sequences of the virus
spikewere aligned to determine a worldwide consensotem. The structure of i protein

was predicted by molecularadeling and it wasgssilde to identify two peptides with greater
promiscuity to bind to BCR, MCH and MHGCII, as well as the characteristics regarding
stability, immunogenicity, noallergenicity, and physicathemtal propertiescompatible
chemicals forthe development ofmmurogenic peptidesBy molecular anchoring it was
possible to identify the points and the forces of interaction with the MHC molecules. Epitope
1 presents points of altations already identifieith the novel coronavirus variants, asll as

an nglycosylation point. On the other hand, epitope 2 is not found in positions of high
variability in the variants currently in circulation, including the new variant omicron. Two
formulations containing BC@nd each peptide were used to stimalaacrophages dead

from murine bone marrow, demonstrating a significant increase in the secretio®,0fLH1b

and TNFa upon previous contact with this formulation. In addition, thePk&pathway was

more activatd in these cells, highlighting the gter activation 0p38. In vivo analyzes using
C57BL/6 mice vaccinated intramuscularly with the formulations showed a significant
increase in the production of total IgG, IgG1 and IgG2cifipdor the spike proteimpeptides

in serum, as well as increassecretion of IFNo JL- 6, TNFU a n-17. In dummary, the
rational approach of predicting immunogenic epitopes when associated with vaccine BCG

was able to induce effective immunity both innate and adajstivitro andin vivo models.

Keywords: COVID-19; Reverse vainoogy; EpitopesBCG; Trained innate immunity.
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1INTRODUCAO

A COVID-19 consiste em umaogncaregiratéria aguda wg € casada plo
coronavirus da sindrome respiréa agida grave ASARSCoV-2). Foi identificada pela
primeira vez em Wum na prowvicia de Hubei naepiblica popular da Chma Os primeiros
casoseem humanos do VirulSARSCoV-2, causdorda COVID-19, ocoreramem meads de
dezembro de 2019 maioria d& @sos inham vinculos epidemiol6gicos muito fortes da
presenca € pessoas infectaslano mercado de @itos do mar na cidade déluanan
(HOLSHUE et al, 2020) Zhou e colaboradorez020, foram os primeiros pesquisadores
publicaremo isolamento do sequenciamerto mateal do genoma dessageng etbldgico
ate endio desconhecide fizeram a ceacterzacdo molecula analise filogenéticae a
classificagdo taxondmicadesse novo viruse identificaam que se tratava de um
Betacoonaviruse néo tinha ainda sididertificado como infectante em humano# partir
desse momento surgiranversas hpotegs acecadaorigem do S RS-CoV-2.

Visto 0 cenaro de estagio criticodo alastramentadessevirus pelo mundo, uma
grande dorte atividadese concentrou ndesenvolimentode pesquisaa fim de se ter uma
vacina efetiva contra esse novo coroitaé As vadgnas foam desenvoldas em tenpo
recordee swa implantacéao teveeducdo namumero de caspsnortese trarsmissao de SARS
CoV-2 (DAGAN et al, 2021;PRITCHARD et al, 2021) No entanto, esse virus fseu
mutacBese com o0 surgnento de novas variant&s c&0sse acenderampor serem mais
transmissived (DAVIES et al., 2021; TEGALLY et al, 2021)e pacialmente esqaarem da
defesa imne (WANG et al, 2021; WIBMERet al, 2021)

As abordagens de biomimatica se evidenciarano desenvolvimento deacinas
para SARSCoV-2, pois as previesin silico auxiliaram no direcionameto de abordagens
voltadas em tecnologiaaginal promissore afim de garantir mecanismos de resposta imune
melhorada eegyuia (OLI et al, 2020) Vérios estudos desenvolveram was baseas em
epitopos d SARS-CoV-2. As feramentas de imunoinformaticausadas porAbrahamet al
202Q posshilitaramno desenvolvimento de uma vacina deltrepitopoque desencadearam
respostasmunes potencialmenteprotetorasde células T CB" e CD8. Além disso, essa
abordagende des@volvimento de vacinas estédncentradaa proteinaspikedo SARS-CoV-
2.

Com issg analises obarvacionaistambémse concentram no Bacio Calmette
Guerin (BCQ. A vacina contratuberculose tem um impactondo espefico na imunidade

adaptativee protecdo cordroutos patdogenos sobre infecdesrespratorias (NETEA et d.,
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202M). Essa prtecaoconsiderada commegecfica é descrita pel@apacidde do BCG
induzir uma inunidade treinadaisto € uma reprogramagéepigenética deresmsta imune
inata e especifcidade paraproteger conta diversas doencas.Assim VAarios ensaiosse
concentraranma vacinaca@/ou reva&inacao com BG e se esspoderiadiminuir a gavidade
e casos glohis daCOVID-19 (NETEA, et al, 2020b;TSILIKA et al, 2021)

Assim, resse estudq o objetivo foi identificar epitoposimunoestimulantes da
proteinaspikedo SARSCoV-2 e associos ao BCG vacinal gra a estimulagdo de uma
resposta imune inata treinaddetodologias in silico foram usads paa lecionar epitopos
imunogémcos mmo alvos putativosle um candidatgacinalparaavaliagdesin vitro e in vivo

demonstradoresuladospromisoresem associacdo com BG@Acinal
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1SARSCOV-2 EA COVID-19

O virus SARS-CoV-2 faz parte de umarandefamilia de coronavirus(figura 1) Esse
Nnovo copnawvrus fertence aogérero Betacoronavirus semelhante ao VvirusSARSCoV
(sindrome respiratéria agda e grave)quefoi o causadoda epidemiaaconetida emalgurs
paises asiaticos o Camadaem 2003. Em relacdofilogené&ica, 0 SARSCoV-2 é distantea
MERS-CoV (sindome respiratéria do Oente Médio) causador daima outra sindrome
respiratéria grave e iniciou em 2012 a qualacanegeu oOriente Médio e algus pases da
Asia. O SARS-CoV-2 foi entdo categrizado dentro da familia Coronaviridaee subgénero
Sarbewvirus (CUI; LI; SHI, 2A19; CHEN; LIU; GUO, 2@0; MALIK, 2020; HU et al,
2021).

Figura 1 7 Nomenclatua dos Coronavirus em relacdo ataxonomia de surtos
anteriores

Coronavirus

SARS-CoV-2
2019

SARS-CoV
2003

MERS-CoV
2012

Sindrome Sindrome COVID-19
Respiratoria do Respiratéria
Oriente Médio Aguda Grave

Fonte:Adaptalo (GORBALENYA et d., 2020)

Assim como oslemais ¥rus da farrlia Coronavridae, 0 SARSCoV-2 taml#m tem
0 potendal de causadoertgasrelacionadasao trato respratério. A doerga e coronasirus
2019 (COVID-19) é uma infecdo respiratoria, cawsh pelo novo coronavirus Foi

identificada inicialmerte em Dezmbro de 2019 como sdo uma pneumonia d orgem
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desconhecida qual acometia pesssaquefrequentavamo mesmo merado de peixes na
cidade de Wihan (China) (MALLAH et al, 2021) Inicialmente por meio de ensaios e
andlisesde netageommag essa doega foi assoiada a umnovo coronavirussendhante ao
SARSCoV, denominado icialmentenCoV-19 e poderiormente com SARSCoV-2. Em
pouco tempa@ COVID-19 dekou deter incidéncia leal ese esplhou pelo mund (ZHOU et
al., 2020). Emfevereirode 20D houveo primeiro caso identificadoo Brasil e en mar¢o do
mesmo ano a Organiza¢do Mundial da Saude (Gd8&aroua COVID-19 comosendo uma
pandemia(RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020)(figura 2).

Figura2i Linha do tempo da pandemia de COVIB.
rAp(')s estudos, a China alerta a‘
OMS, informando que de fato se
tratava de um coronavirus.

[I.nicio do processo mais severo com 1]
milhdo de casos detectados no mundo
Inicio de casos na China de uma como um todo.

pneumonia desconhecida causando OMS nomeou a doenga COVID-19.

infecgdes severas.

Dezembro Janeiro Fevereiro Marco
2019 2020 2020 2020

Uma série de casos vio OMS declarou a COVID-19 como
acontecendo no mundo. uma pandemia quando havia mais de
OMS faz a divulgacdo a 100.000 casos e 4.000 mortes em 114

respeito do surto. paises.

China anuncia o primeiro caso de
morte. A OMS informa os primeiros
casos fora do local inicial.

Fonte: Adaptado U et al, 202]).

O SARS-CoV-2 é uma abreviacdo quegaifica coronavirus 2 relecionado a
sindrome respiratorimaguda e gras. Cano todo coronavirus o SARSCoV-2 é um virus
encgsuladg com maerial gendmico composto de RNAe sentid positivo e fita Unie,
genoma em torno d80 quilobasesvirions que variam em top ce 60 a 149 nandmetos de
didmetro emorfologia de coroa soldSEAFIABADI TALI et al, 2021; SAHUet al, 202)).

A morfologia € dad pela protusdo da proteigg@ke e seu envepe Estrutualmente
0s \irions do SARSCoV-2 sdo compostos pauaro proteina estruturais: spike (responsavel
pelo reconhdmento do receptor na fuerficie da élula a ser infectada)nucleocapsideo

(envolve o materiagenético e € responsavel pslaa condengdo), menbranae ervelope
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gue $i0 proteinas transmmranas e estdo envolidasnaestabilzacdo desa estruturafigura
3) (PENG et al, 2021)

O genomalo SARSCoV-2 na extremidad 5, possui dasjanelasabertasie leitura
a ORF he ORF 1b que codificam aproteinas &o estruturais que formam o complexoed
transcri@o e replicacawira. Na extremidad@&’, codifican as poteinas estrutuais spike (S),
envebpe (E), membrana(M) e nuclecapsideo(N) e outras proteinas ndo estrutusa
responsaveipela ineracao celudr (LI et al, 2020;SAFIABADI TALI et al., 2021; SAHUet
al., 2021)

Figura 3i Viséo geral destruturado SARSCoV-2 e sua organizag@genémica

A

Nucleocapsid protein (N) + RNA

Envelope glycoprotein (E)

60-140 nm

B SARS-CoV-2(~29800 bp)

3b 8 10
Leader 5',I L 2 D m I N Is'
; ORF 1b g [l
[nsins2| PLpro  [ns43CL|ns6|7[8[9]10 v 3a 6 7b

RdRp | Hel ]ns14[n515|ns16]

Fonte:(SAFIABADI TALI et al, 202).

Legenda:A: Estutura do SARSCoV-2. B: Organizacdo do genoma suas proteis estruturais e ndo
estuturais.O SARS-CoV-2 é umvirusde RNAe quardo é colocado dentro da ¢dla do hospegiroe
sta maquinariaé para traduzir o RNA. O RNA é traduzido m 16 proteinas naestuturais 9
proteinas aessOria® sdo protmas que esta@nwlvidas no processo de evasao @sposta imune do
hospedeio e ambémno piocesso de replicagdo do virusntro da célula.

2.2 REPLICACAO DOVIRUS EIMUNOPATOGENESE DA C®ID-19

A proteinaspikepossuiduas subunidadeS1 eS2, sendo asubunidade $ que se liga
ao receptoACE 2. Apds aassocigdo da proteingpike com o receptor ACE2, formase um

complexo que é clivado por umanama semo protease transmembrana do tipo 2

(TMPRS2) o que faz groteira spke ser ativada esse procesgeermite queocorra a fudo
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das membranado virus com a membrana celulabessa foma ocorre a entrada doirus
dentro da célul@HARTENIAN et al, 2020 HOFFMANN, M. et al,, 2020.

A replicago dovirusinicia-se pela ligacdo do viriom membena da célulatraves
do reonheimento daspike a enzima onversora da angiotensina (ACE2), preseaite na
membranacelular Nesse contexto duagoisas podem aconter: o virus sofrer endotosee o
materal genéticaatinge o interioda célula ouenfio, napropiia membranaacélulaocorre a
fusdo coma menbranaviral tamk@m acarretanda entracino RNA viral no interior da élula
hospedeiralncialmentesao tradaidas agroteing réo estuturais qudormam um complexo
de transcricdo e replicagadonde h& arénscicdo de um novanaterial genético complete
também de mRNAs subgendmicosque codficam as proteinas estrufrais. Essas &
traduzidas no reticulo endigsmatco e novasvedculas ®m essas piteinas associadasos
novos genomas de RNA virals novos virions s&ormados, exocitados o cicb replicaivo
serepete( V 6 K O \etaK £021)

O novo coronavirs adentrana mucosa do trato respiratérieetraem contato com
células da imunigde inata residentes como macréfagos e células dendridkgsds sao
importantes células apreserteas de antigenos (APCs) para linfocitbsCD4". O SARS
CoV-2 propriamete ou proteinas virais entrando em contato com moléculas de superficie de
macrofa@s e células dendriticasrdo ativar essas células levando induc® de vias
inflamatoriag DESCHLEREet al., 2021;ZHUANG et al, 2021)

De modo geral, a resposta imune taro SARSCoV-2, acontece de maneira similar
em que acontece a uma respostanenantivirale recrutavarios componentes da imdade
inata A partirdo momento que o virus entra enmtabo can o organisme ocorreréa ativacao
de fatores hummais como cibcinas ouird induzir a ativacdo déatores celularescomo
neutrofilos macrofags e €lulas dedriticas (KIM et al, 2021) A resposta imune inata é
essencial para inducdo da respostaune adaptativa e essa resfa ira construir uma
memoria imunologicaendo estaspedica, ou sejadara origem aoknfocitos T auxiliarese
citotoxicos linfocitos B e tambémanticorposque serdoespecificos aatra o0 SARS-CoV-2
(FAJGENBAUM; JUNE, 2020.

Quando o virus entra em cottacom a célulaembora ele seja capae faze a
replicacédo viral, exie também uma parte do virus qudetectada pelo sistema imune e indu
a ativacdo de arios genesomo por exemplo, RkB ou osgenes relacionados cosintese
de interferon®, faz com que essas células mandem sinais @aistemamune Com issgQ ira

recrutar céllas principalmente da imidade inata a prcipio para quessas células sejam
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em alguns casos fagocitadas em outros simplesmente lisada (LI et al, 2020
PROMPETCHARA KETLOY; PALAGA, 202Q KING; SPRENT 202)).

A producao de citocinas a partia ativacdados geres recrutam célulagzomo as
cdulas dendriticague vao ser capazes de capturar os virus qée mastjuele microambiente
e apreselar esses antigenos via MHgara linfodtos T CD4 e CD8. Quando ja sdéem
alguns linfocitos especificos do viraemo é o caso dos linfécitos T CD&le viamoléculas
de MHC ira encontrar células que estdo infectadd® p&us e vai consegui lisar esas
células eliminado assim, se for possivel, o patdbgeno que estandausguela patogia
(FAJGENBAUM; JUNE, 2020;GUSTINE; JONES2021; ZHUANG et al, 202).

Em geral, o curso da infeccdo pelo SARBV-2 acontece em s@anas A principiq
guando ha o anento da carga viralse inicia a ativacédo da resposta imumata e gando ela
esta de fato bem cetmuida comeca a inducéo da resposta imune adapttigaacontece
depois de mais ou mes duas searas Existetambém periodo de tempo de laténciam qie
ha o crescimento exponencial da carga viré@l nesseintervalo que sige 0s primeiros
sintomasA medida que se tem o desenvolvimento de respstaimune adaptativa, ou seja,
0 surgimento de linfocitos espificos ea producdo de anticorppfida tambéno decaimento
da cargaviral (CHENG et al, 2020; LI et al, 2020 PROMAETCHARA; KETLOY;
PALAGA, 202Q KING; SPRENT 2021)

Em relacdo aosestagios clinicosda COVID-19, é posével identificartrés estads
principas. leve, moderado e grave. O que diferenos esagios dinicos basicamente é o
nivel do dano tecidual caadopela hfeccaodo proprio virus SARSCoV-2 oupelo rivel da
inflamacaomontada pelo sistema imune em resposta agna nfeccdo Ca®s mais leve
apreentam danos teciduais niveis infamatorios menores em que a pessoa pode ser
assintomatica ou comirtomas lees que 8o sediferenciamde outras irdccbegespratdrias
comofebre, tos® e diarreia(BUSZKO et al, 2020; RAMAN et al, 2021).

A infeccdo pelo SARE0V-2 pode seclassificala em estagios Est@yio 1, que se
refere ainfeccdo Estago 2, que € denominado fase punar Estagio 3 que € denominado
hipelinflamacdo. A maioria das pessoas infectadas pela CQ9literrompen o ciclo da
doenca provgelmente no estagio 2. Dessa fornj@aé salio quealgurs pacientespresentam
sinais e sitomas clinicos muito leves como por exemplo, mal estaliarreia tose secae
febre.No entantoa medida que evoluio estagio de severidade da doanpode ocorrdialta
de ar, hipoxia e no estagiq por exemplo,pode caracterizar a sindrome do desimoto
respiratoro e a téhdrome respirdria inflamatéria sistémica qual, os pincipais sinais
clinicos sdo marcadores pidflamatérios elevade(SIDDIQI; MEHRA, 2020).
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A barreia entre os estagsclinicos leves das drmas clinicasmas gravesé
justanente a perda daapaidade de trocayasosapulmonar que caracteda o sintoma de
dificuldade repiratdria e paendo levar até mesnantubagdode paciertes. H4 um aumsto
da inflamacé&o sistéiee, podendo afear outrosbrgdos como cougio,figado e o rimJevando
o paciente a 6bittMEHMOOD et al., 2021)

Diversos estudos apontam que o sistema imunolégico apresenta um papel primordial
no direcionamento dos destinos de pecfinicos.Dessa foma, essas analisesostram que a
COVID-19 pode resultar em um perfil de linfoje que pode ser até masentuada em
pacientes graves e moderagodendcse referir para as célulasCD4" pois, individuos mais
graves podem apresentar uma deficiéncia natagem expulsiva de perfil ThlAssim,
pacientes graves da doenca podem montar de fato uma montagenbgitananas esta
montagem pode ndo ser adequada em um processo dedmferal (LI et al, 202Q
PROMPETCHARA KETLOY; PALAGA, 202Q KIM et al; 2021).

Casos graveda COVID-19 causanmhiperinflamaese a tempestade de citocina. As
citocinas sdo moléculasinalizadoras que recrutam células do sistema imunol@igod,
medeiam uma resposta imunoldgibalanceada. A resposta grdlamatéria que é uma
resposta de defesa do nosso organié balanceada com uma resposta-iafiimatoria e
esse balanco é gleva ter uma melhor@COSTELARUIZ et al, 2020;CHENGet al, 2020;
WAN et al, 2020 WU; TANG, 2020 KHOSROSHAHIet al, 2021).

O individuo infectalo por SARSCoV-2 podelevar a dos caminhos:ao balango da resposta
pré e antinflamatdriaquelevaa uma melhora dandividuo sem muita gravidade. O outro
caminho éondeha odesbalanco, ou seja, uma resposta maioiinfl@matoéria do que anti
inflamatd&ia, o queleva a umadmpestade @lcitocinase, consequeimenteap aumento da
gravidade da doeng®VU; TANG, 202Q STRICHet al, 2021)

2.3VACINAS CONTRA COVID-19

A vacinacdo é o médo mais eficaz e segude secriar uma barreira imunolégica,
capazde romper o ciclo de transmissdoviruse preveir da paologia mais grave da doenca.
Nesse contextaniciou-se una forte atividade depesquia e desavolvimentopelo mumo de
uma vainaem busca de uma mssta potetoracontra o virus SAR-CoV-2 (TREGONING
et d., 2020). No caso ds coronavirusa produca de vacinagpara o VirusSARSCoV chegou
apenas no seu priaro ensaio clinico e ndoram necessariomais avangospois a epidemia

foi controlada por melidas ndo farmacolacpse, apesa de haver eventuaisasos no Oriente



22

do virus MERS tambémndo h&duma perspectiva de vacinfigura 4). Baseando nas
informagcbes ja obtidagom os ensaios com outros grupdsais, foi possvel avancar
rapidamentgara a ®cina contra a OVID-19 (FUNK; LAFERRERE; ARDAKANI, 2020).

Figura 47 Cronograma delesenvolvimento dputdivos candidatos vacinais
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Fonte (FUNK; LAFERRIERE; ARDAKANI, 2020).

Legendalinhas vermelhaponilhadasrepresentan quenédo la disponibilidadede vacina em redcéo a grtos
anteriors (SARS-CoV, MERS) Linhaverdepontilhad representa o dsenvolimeno emergencial de
uma vacina no surto do us SARS-CoV-2.

Com o avago do niumep de ca®s e 6bitosem decorréncia daOVID-19, as vacinas
tiveram que er des@volvidasno ritmo dapandemia. Asim, em menos de um ana estaa
licenciada a pimeira vacina(LAMB, 2021) O relatério daOrganizacdo Mundial da Saude
mostia que degoois ce quase dois anode pandemia, h834 vacinasem desnvolvimento,
sendo que 40 estdo em estudos clioe em dierentes fase® algunes ja licenciadas e
aprovadagarausq, utilizando diferentesferramenasde degnvolvimento comale tecnolo@
de RNA mensgeiro (Pfizer, Moderna)yetores virais (AsaZenea, Gamaleya, Jasen,
CansSino),proteina recombinae (Novasax) e virus imativado (Sinopharm (HAN; XU; YE,
2021; WHO, 2022.

Todas as plataformagcinaistem em omum a prodwdo de umarotecdo contra o
novo coronavirus porém a instabilidadegeromica @ SARSCoV-2 com dtas taxas de
mutacBes na maior pde das vees concentradas na reg@icodificadorada seqénciada
proteinaspike, podemdemandaratualiza&bes constaes das vacinas que tem como alvo
protenas com grandes vacizes(PANDEY et al, 2020). Com dtas tixas detransmgsao o
virus novas wariantes &n sugido e &n rerovado a preoaipacdo das perspectivas da
pardemia (MENGIST et al, 2021) Atualmente exstem cinco variantesde acdodo virus
SARSCoV-2: Alpha (B.1.17), Beta B.1.35), Gama (P.1) Delta B.1.617.2)e Omicron
(B.1.1.529)(ALEEM; AKBAR SAMAD; SLENKER, 2022).
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As vacinas foram produzidapara a ceporiginal do virus SARSCoV-2, porém,
surgiu a peocupacao deua efévidade frante ao surgimento asnovas varantes. Entretant,
no Reino Lhido aondecirculava a varianteB.1.17 teve efetvidade ja na primeira dose
utilizando dois diferenteimunizantes (Pfizer e AstraZereca), correlatoa issosua efcécia
frente a seguwda dos€PRITCHARD et al., 2021).

Estudos mostream apeformance da CoronaVac em quea efetivdade estimada
depois da segunddose foi significativa no ambiente awde circulavaprincipalmente a
variante Gana P.1) (FARIA et al, 2021). Avaliando & vacinas Pfizer e AstraZeacafrentea
varianteB.1.617.2, hd um decliniona efcacia porém comconsideravel prote@o (LOPEZ
BERNAL et al., 2021) Mesmo com a dinmuicdo daeficacia das vacinas efetvidade da
mesmas se masu importate na queda no mimero de casos e hospitalizacdes
exemplificando Israelque foi um dos primeos paises a eportar a redicdo de risco @
hospitalizacadgHAAS et al,, 2021)

24 VACINOLOGIA REVERSA

A vacinologiareservafoi de<rita por Rino Ragouoli gue se da nabtencao delados
gendmicos a f de identificar possiveisnoléculasque terham una aplicagdocomo alvo
vacinal.Com o adventala era de genomas esses depositados em banco diosl& possivel
predizer deforma in slico candid&os vacinaisque sejam potencialmenteartigénicas,
imunogémcaos e que nacpresentam tokidade. A vadnologiareversa vem natualdadepara
poderencurtarcadavez mas o0 pro@sso dalesenwlvimento deuma vacia convenanal até
chegar em um modelo pofinico (DALSASS et al, 2019; MOXON; RECHE; RAPBOLLI,
2019)

Rino Rappuoliaplicou com sucesso essa metoda@agique resultoemuma vacina
comecial contra meninige do tipo B.Nes® casohaviem 2158 genegjue codifiavam o
genomee aplicandodiferentesestraégiasde bioinformatica selecionarapmoteinas que ena
mais promisorase com isso,trés antigenos fam selecionadosapa a producdo de uma
vacina(SERRUTOet al, 2012)

A protehaspike é um dos principaislvospara o desenvalimento devacinascontra
a QOVID-19. Essa proteina e sefrmgmentos podem ser utilizados anm@ntigeno usando
trechos especificodenominados epitgs Os epibpossaopequenogrechos dos antigenos

gue pdem se usados para desenead umaresposta imualdgica ou seja, sdoegdesque
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sd0 reconhecids pelos linfocitos (células de defesa) e tambémspahticorpogWALLS,
2020)

A base da vacina de epitopos é fdao na resposta imune para deterrdasregioes
gue sdo maigmportantespara a rgsosta protet@ A bioinformatica tem atado comoum
importantefunil que aponta ejpopos mais pomissoesparao desavolvimento de vacinas
isso sefaz com um vasto volume de dados dispasigebre genegroteinassequénias e
estruturas (RAPPUOLI et al, 2016) Assim, ¢ algoitimos desenvolvidospermiem
identficar caracteisticas divesas desses epitopos comaip exenplo propriedadedisico-
guimicas dos aminoacidos coraocar@, 0 volune e a polaridaddEsses dambs sdo $sados
como entradaeem modelos de aprendizado oéquina e o resultaddesses mode$ sao
epitopcs candid@os promisswes para o desenvolvimentode vacinas E possivel prever
epitopos que sejam bons caradas qe tenham um alto potencial antigénico
(NOORIMOTLAGH et al, 2020). Ademais, tilizando técicas de modelgem molecular
para construir o modie tedricodessa estrutura e neélos deancoragen molecularé possvel,
inclusive identificar osmelhores alvos @& intergdo comproteina do ser humaro para o

desencademnento efetivoda resposta imun®ONG et al., 2020)

2.5 BCGE IMUNIDADE INATA TREINADA

O BCG (Bacille Calméte-Guérin é uma vacina quéoi desenvolvia contra a
tuberculose Além da protecaccontraa tuberculosdoi observad a protecdo contrautras
infeccbes especialmenteontra infeccbeso trato respiratoripincluindo infecgdes virais
Apos a intoducdo davacina BCG observotse que a mortalidade em criangasstava
diminuindo apds a vacacdoe isso ndo se deu apenaslzetgulosepoishouve a reducao do
numero de ébittamiEmdevidoa protedo contraoutras vas respiratdds infeccbese sepses
nematais(ASPATWAR et d., 2021)

Os mecanismosghos qués 0 BCGprotege contra outros tipoke infeccfes éotado
por uma eprogramacaalas células imunesnatas Ha4 umamodificacdo epigendta das
células trono na meéula 6ssea para as célulagines inatas estas transitem diferencas de
longo prazoem suas fucdespara que possam reagir melhor as infec(6€&STERet al,
2021)

A resposta imuné dassicamentelividida entre a resposta imungata e a resgsta
imune aagativa A formaideal paraseter unma respostaefetivaantiviral € neces#io que o

sistema imuneinato seja capaz deconggur identificar, por meio de recepores de
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reconhecimento de pdibs (PRRs), os pdikks moleculares associados aosogetos
(PAMPs) sinalizando para a praducdo decitocinas da imunidade inata capazesestemular

umarespostamune adaptata de uma forma mais direta e mais especifiealiada pelos
linfécitos T CD4 e CD8" (MOLAEI et al, 2021)

Ha alguns angsa egosta imune inatera consideradaespecificae incapaz de ter
uma memoériga enquanto a adaptativa jera dtada desas caacteristicaspelo rearanjo
somaticodos seus rexptorescom capacidade de gerar m@im imunobgica ao primeiro
contato como agente estranh® quelva dessedogmaveio com a constat@p de que a
resposia imune inata apsenta uma especificidagelosPRRs e pela existénaidauma certa
memdria mune em orgaemos que ndo possueos mecanismosde defesa adaptativos
(NETEA; QUINTIN; VAN DER MEER, 2011COVIAN et al, 2019.

Estudosobservarama existécia de efeibs ndo especificogjuando comparadoa
especificidadeda respsta imune adaptativaassociadoganto a vacina BG bem como a
infeccbescom cepa menos virulentagu a b-glicanosextraidas da parede celular @andida
albicanse essg efeitos promaam uma esposta protetora em caso de infec¢des secundarias
(VAN DER MEER et al, 2015) Essamemariada imunidadeinata é coneituadaimunidade
inata teinadacono umaresposta imune aumentad@células da imunidad@ataa esimulos
secundarioshomoélogosou heterdlogogjue fornecem uma imidadecruzadaem mamiferos
(NETEA; QUINTIN; VAN DER MEER, 2011 DIVANGAHI et al, 202). A imunidade
inata treinadaapresenta umcaraterindependente da resgta imune adaptat e esta
associado a plastiade das célas mieloides como os macrofagpsomovendo um aumento
de suas funcdes efeto@ETEA et al., 2020a)

O BCG gera alteracOespigenéticas emalgumas células como os mondcitos que vao
dar origem aos madigos A altera&do daestruturade cronating deixandoexposasregides
gue seriam ex@fmamente intersantes para combatericrorganismogjuenaosio aqueles se
teve um contato anteriqgr O6 NE | L L ; N EAsE& treinal @ rsposta imunenata
com BCG poderia resultaem redw;do da caga microbiana econsequeiemente numa
doencamas brandgd KOEKEN et al, 2019; NETEAet al, 20200).

O BCG induz a producdo deitocinas inportantes ass@as a resposta imune
treinada visto em relacaa vacina d febre amarela mostrando que a viremima pacientes
gue tiveram vacinacao por BCG foi menarg ovirusdafebre amarel§ARTS et al,2018)
Por conta dissogxiste perspetiva d BCG em outrasdoencgas, princgilmene patdogenos
intracelularegARTS et al, 2018) A vacinacagoor BCGinduz aexpresd8ode genes que sé&o

importantes pa a defesa a hospedeirp e em idososinduz protecao paranfecgdes
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respratorias viraidGIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020) Nesse contextop uso de
BCG vacinal poderigrotegercontra varios tipos de infec¢gancluindo a SARSCoV-2.

Estudos sobre efeito de BCG durante a pandemida COVID-19 em idososrealizado na
Grécia,demongtaramque a revacinaca@om esg bacilo, diminuiramo nimero deasos d

doerga Foi enfio indicado que potencialmentas vacinas atenuadasortribuem na
diminuicdoe oimpacto do novo patogefblETEA et al, 2020b; TSILIKAet al, 2021)
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3 JUSTIFICATIVA

No inicio dese trabalhg haviaalgunsegudosclinicos em andamentdanto para o
desenvlvimento de vacinaguanto para o desenvolvimento dediwamentos. A vacina é
uma estratégia eficaz para o controle e prefienda disseminacdo do SARSBV-2.
Atualmente existen diversas abordagens dacina parao contole da COVID19. Vale
atentar paraas proteinas estrutisado virus pois, essas proteinasstao intimamente
associadas na interacdo comaspedeiro ggodem sefontesde componentes imunogénicos
especificoxontra o vius.

Até o mometo ha quatro vacina grovadas pela ANVISA Goronavac, Pfizer,
AstraZeneca Janssen). Uma veque se sabgue € precisoter uma resposta imune ideal
contra 0 novo camaviruse queenvolva nessprocessaima imunidade inata eficiente e uma
imunidade addptiva celular e humaal robusta e especifica necessariadentificar de
epitopos imunogénicgsor meio de banco de dados de DMAIdentificacdo desses epitopos
possibilitaencontrar a sequéncia de todo o genoma do SBRE2 ondeé possivel fazea
predicédoe a interacdo desses epitopos com receptores de célutasdin alelos de MHC e
MHC-II. Assim, € possivel fazer ensaios imunologicos e até mesmo oafedggunma vacina
contra 0 SARSCoV-2.

Dados obervacionds davacinagdo pevia com BCG nduzir uma repostaimune
inata treirada conta uma érie de infedbesheteblogas indicam que essa plataforma vacinal
pode ser atrelada a oo$ componentesnicrobianosa fim de melhorar aspecificidadele
umavacinade subunidade. Ags, esse estudé baeadona assoiacdo do BCG vacinal com
epitopos imunogénicos provenientes daproteina estruturd spike do SARS-CoV-2
selecionados por imoimformatica Logo, € importanteinvestiga a possibilidade de atrelar
esse peptieo a ura vacina comeial como inditora de uma repostaimune inata treinada e

gue a mesma colabore em uma os$p ativa contrasse agente infeccioso.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar epitopos imunoestimulasteh proteinaspikedo SARSCoV-2 e associa

los ao BCG vacid para a esinulagiode uma resposta imune inata treinada

4.2 OBJETIVCS ESPECIFICOS

a) Determinar a sequécia proteica da proteina spike do novo coronavirus
depositadas em bancos de dados gerds@definir uma sequénia con€nso
mundal;

b) Definir um malelo estrutual da proteina consenso e dentificar epitopos
imunodominates na sequéncia consenmundial daproteinaspike do novo
coronavirus;

c) Avaliar o potencial de ancoragenosieptopos areceptoes do complexo de
histocompatibilidade humano

d) Estimdar BMDMs com epitqos sdecionados e sinteticamente produzidos da
proteinaspike do novo coronarusassocados ao BCG vaaal,

e) Avaliar o potencial imunoestimulador das forngdkesvacinaisin vivo.
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5MATERIAL E METODOS

A metodologia do desenvolvimentosdetrabaho foi dividida em trés partesn

silico, in vitro ein vivo.

5.1IN SLICO

5.1.1 Obtencao de sequéncia consenso da glicoproteis@kedo SARS-CoV-2

A primeira etapa dge trdbalho consifu na obtencdo d todas as sequéncias da
glicoproteira spke do SARSCoV-2. Para issputilizou-seo servidore banco de dadd$CBI
(National Center of Biotechnology Informatigmgm que a aba A NCBI V2r.L
descrit o-Cave cefitd&l:R6F0490 rénodefinidosno qualcolebusetodas as
sequéngas das respectivagroteina presentesque foramdepositacs até o dia 06/08020
(https://www.ncbi.nim.nih.gv/labskirus/vssi#/). Em seguida,as sequéncias foram expostas
verticdmente e can o auxiliodo software Jalviewh{tps://www.jalview.org) foram alinhadas
primeiramente por continente, e depdes maneirglobal de foma a se ol#r umasequéncia

consenso mundial.

5.1.2 Obtencao e pred¢ao deepitopos de céluld, MHC-1 e MHC -1

O proximo passo foi obtese osepitopos a partir da sequéncia consenamdial
Assim dilizou-seo servidor IEDB (Immune Epitope Caliase ad Analysis Resurce) para
as andlises necessariasncentrandee naidentificacdo de epitopos de células B, MHHE
MHC-II (https://www.iedb.org/

Para predicdo de epitopos de célulaitlizou-se a metodologiaBepipred Linear
Epitope Prediction2.0 (ttp://tools.iedb.org/tell/), que consiste na utilizacdo de um
al gor i t moRaodbna Foeest 0 ftreieadoRpara a identificacdo de epitopos em
sequéncias lineares, definindbe wscared i p a r aminodadd. aDessaforma, pama a
escolha dos epitopos uoutoff de 0,50 éestdelecido, sendo selecionados, aqueles que
atingirem pontuacao superior.

Paraa predi¢do de epitopos de M@Hutilizou-sea metoddogia NetMHCpan El 4.1
(http://tools.iedb.org/mhcj/ que consiste em um algtno treinado para a analise de dados

de ligacdo de ligante eluido, ou sefaaiza uma quantificacdo da possivel afinidade de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/
https://www.jalview.org/
http://tools.iedb.org/bcell/
http://tools.iedb.org/mhci/
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ligacdo da regido ao MH®ara aobtenc¢do dos epitoposais pomiscuos, éfiniu-seassimo
critério de 1C50 < 50Nm que é reconuad pelo IEDB, em quel% a partir da quantidade
total de epitopofoi selecionad. Vale ressaltar que o IEDB realiza as predgde epitopos
de MHC de classeé e Il a partir de 27delos e referénca que representam uma cobertura
populacionaimundialde 97a99%.

Para a predicdo de epitopos de MEHutilizou-se a metodologiafi | E D B
rem mme n d e d(httR//toRIRiéb.org/mhciij, que reresentaa utilizacdo de todas as
ferramentas de maneira consenso presend servdor como NNalign, SMMalign,
CombLib e Sturniolo, além da adaptacdond@hor algoritmo para determinada sequéncia.
Assm, para a escolha dos epitopodefiniuse que os m@topos com limiar percentil de
consensus ranknenor que 20,0além @ interagdo com mais ou igual a50% dos alelos
referéncia (13/14) seriam selecionados

Vale ressaltar que todas as metodologias, bemo definicdes de limiar deorte,
seguiram e padides recomadadcs pelosavidor IEDB, visando mantese uma coeréncia nos

resultados.

5.1.3Alinhamento e identificacdo de regides transmembrana

A partir de todos os epitopos encontrados, realigeuo ainhamentodeles no
servidorMultAlin ( http://multalin.toulouse.inr&c/multalin/) e de formaconcomitantemente o
alinhamento manualyisto que o0s epdpos apresentavam quantidadeiferentes de
aminoacidos Assim, consideou-se um tamanhode 15 aminaacidos, visto que para caber
dentro da fenda de MHCé necesséaria uma gutidade de8 a 11 aminoacidos e no MGH
podese teraté 30 aminoacidosCom issg a escolha de 15 aminoacslatua de forma
saisfatéria para ambos os tipoe MHC Em seguidaforam seletonadosos eptopos com
maior taxa de repeticaque estivessenrgsates enregides fora das regides transmembrana
da proteina, visto a dificuldadie se conectar a estas regifAssim, realizo-sea andlisalas
regides trasmembrana da proteina,partr do servidbr SOSUI (https://harrier.nagahama

bio.ac.jp/sosu), ou seja, pitopos quedivessem nessa regideriamremovidos.

5.1.4 Teste de antigenicidade, alergenicidade e propriedades fisigaimicas

Apos a obtencdo dos epitopos estabelecidos aorarthe de 15aminoécidos, deu

se inicio ao processo de andlise dos mesrRosneiranene realizouse o teste de


http://tools.iedb.org/mhcii/
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
https://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/
https://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/
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antigenicidade no servidor Vaxijen v2.0 (http://www.ddg
pharmfac.net/véjen/VaxiJenVaxiJen.htm), em que todos os epitopos foram inseridos no
sewvidor que @lcula umscorepara as regides do epitg@tem de um cutoffde 0,50, além da
et i g ymevie anfigennd foram definidos. Vale ressaltar, que para este caso, a
metodlogiafi v 2 rfouaplidada.

Em seguida, realizese o teste de alengeidade no seidor AlgPredf: Prediction of
Allergenic Prdeins and Mapping of IgE Epitopdhttp://crdd.osdd.net/raghava/algpredio
gual osepitopos aprovados no teste de antigenicidade foranidosero servidr e a partir do
método hibrido(SVMc, IgE, pitope, ARPs BLASE MAST) que consiste na utilizagdo
consens de todasasferramentas para predicdo de alergenicidade

Por fim, utlizouse a ferramenta ProtParam do servidor Expasy
(https://web.expasyrg/protparamy para os calculoslas caracteristica$sico-quimicas dos
epitopos, de modo a encontrar dados como peso maecyaito isodétrico, formula
estrutural, nimero de atomos,nm&ro de aminoacidosemm de meia vida e estabilidade
estrutural @ epitopq sendoeste ultimo apresentando grande iotpaDeda forma, epitopos
gue apresentassem um valor de calculo de ibdtade superores a 40, foram considerados

instaveis e retirados.

5.1.5ldentificacdo de regides dél-glicosilacédo

Para a idenfticacdo de regifes de-§licosilacdo presentes rgicoproténa spike
utilizouse o] servidor NetNglyc 1.0 Sever
(https://services.heditech.dtu.dk/service.php?NetNGRhicO). O seavidor a partir de
algoritmos treinados consegue emicar seuéncias deamnodacidos que provocam regides de
dobramato que failitam e crian um mecanismo de escape para o0 virus e consequentemente
para o epitopoE importante notar que esta etapa, atudod®a a elucidar as regides de N

glicosilacdo, mas mBatua ©mo critério de exclusdo dos epitopos.
5.1.6Modelagem molecular por lomologia emolecula docking
Visto que na época, ndo se tinha estruturasgreisionais daglicoproteina spike

depositadeem bancos de dados, fez se necessario a utilizdgdonodehgem molecuar por

homologiapara a analisdaproteinae consegentemeate obteigdo do epitopo para andlise de


http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
http://crdd.osdd.net/raghava/algpred/
https://web.expasy.org/protparam/
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
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molecular docking Para isso, utilizotse o0s algoritmos do AlphaFold
(https://githubcom/de@mind/aphafold).

Ja4 para o ancoramento molecularusouse o sdfvare AutoDock Vina
(https:/ivina.scripps.edy no qual para o ligante, recortse a regido do epitopo da
glicoproteina spike e para o reggtor as edruturas tridimensbnais dos aleloseferéncias
utilizadaspelo servidor IEDB, além de estturasde MHC provenientes do organisrivtus
musculus visto gie os testesn vivo seriamrealizados emal anima. Para isso, uma pesquisa
foi realizada ndanco @ dados Prtein Data Bank, coletandese as estruturas tridimensas
dos alelos de Hono sapiense Mus musculugespectivamenteEm seguidarealizouse a
definicdo daGridBox nestes alelos, que epresenta um campo de for¢a para que o software
AutoDock Vinarealiza asarélisesem que as regioes de ranhura do MHC foraefididas
como sitio ativoe posteriormenteo processo deamolecular dockingdesse epitops nas
proteinasde MHC, ou sejadefiniu-se a estruturdo alelo de maneira rigida e a estratdo
epitopo de naneira flexivel. Para a analise de interacbes comaesatehidrogéno, pontes
de sal, interacdes hidrofébicastrenoutras, utilizotse o software LigPlot +.

Vale resaltar que além dosncaamentos maculares utilizandse o sotware
AutoDock Vina querediza um processo dmolecuarr dockingrigido flexivel, realizou-se &
processogle ancoramento moledares nos servidoreSlusPro e Mdock&p, no qual estes
servidores saalirecionadg para oancoramert protdnapeptideocom caracteisticas de

molecula dockingflexivel-flexivel.

5.1.7Validacdo da estrutura oliida por modelagem molecular por homologia

Foi realizado um teste compadivo para validacdo do resultado obtidpela
metodologia de wdelagemmolecular por bmologig em quese comprou o resutado com
uma estruturada proteinaspike obtida pelo método de aistalogrdia de difracdo de raix e
depositada no banco de dadPDB Utilizou-se o softwar@ymol para abten@odo vdor de
Root Mean §uare Deviation RMSD), estevalor reprasenta a meila da distanciamédia

entre os &tomos de proteinabraposas.


https://github.com/deepmind/alphafold
https://vina.scripps.edu/
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5.1.8Sintese dos epitopos

Os epitopos selecionados foram sinteliae suapurezafoi identificada por
cromatografia liquida de alta presséo (HPe@) segéncia bi confirmada por spetrometria
de mass@ANEXO I1).

5.2IN VITRO

5.2.1Animais experimentais

Foram utilizados camundongasogénicosC57BL/6 com seis a oitesemanas de
idade, povenients d Biotério Central d Universidade Ederal deAlfenas(UNIFAL-MG).
Es®s animaidoram mantidos em salaimlatizada, em caixas de poliprpileno, com livre
acesso a agua e alimento e em obediénc@ctm circadiano delaro/escuroOs protocolos
do experimento bram submetidos aprovadosgla @missio de Eftano Uso de Aimais da
UNIFAL-MG, sob registr@008-2021 (ANEXO I).

5.2.2Cultura de macréfagos derivados da medula éssea

Camundongos C57B6&/foram eutanasiadopara obtencédo deétulas da medula
Ossea doram extraidos ofémure a tibia desse anmais. Posteriormerg, esses ossdoram
cortadosem suasepife®s e injetadocerca @ 5 mL de solucdo salina estéril por ossqdés
iss0,as céldas obtidasforam centifugada a 1200 rpn por 10 minutos ressuspnddasem 1
mL de DMEM (Dulbe ¢ ¢ o 6 ified BaAgedMedium) supementadacom 10%de soro fetal
bovino, 1% de Penidlina/Estreptomicha e 1% de Hepes

Apoés acentrifugacapfoi feita a filtracdo em separadores de nyloom a malha de
70 em par a detitas e mpwade ligdles célulacélula Em segida, as células
foram plagueadas em Placas de Petri e incubadas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2, de
maneira a obter somente célulado diferenciadapor apoximadamente 2 horad-oram
coletadas asélulas ndo aderentesposteiormente centrifugadas 00 rpm porlO0 minutos
e ressuspendidas em 1 mL de DMEUJplementadoAs células viaveis foramuantificadas
por meio da coloragcdo com o corante AzulTdgan na é@mara de NeubaueEstasforam

plagueadspara obtencdo d@acrdagosderivadas da medaléssea (BMDMs)
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Foi utilizado o meio DMEMsuplementad@ sob sua composi¢éo foi adicionaalo
fator de diferenciacado dmlénia de mondcito@5 ng/mL de MCSH na corentracaale 5 x
10° células por pocdplaca de24 pocos) e na cwentragdol x 1P por pogo (placa de 6
pocos).As placa foramincubada a 37°C e sob atmosfera de 5% de>GTnco dias apds o
plagueamento das célulagr@a diferenciacdo em macréfagdsram adicionado$00 pL
por poco de méo DMEM suplementad@ sobsua compos@o foi adicionadoM-CSF (50
ng/mL). No déémo dia a célula foi analisada quanto sua wolodfia e foi realizada a
estmulacdodos BMDMs.

5.2.3Estimulacdo deBMDMS com BCG e pepideos daproteina spike

Apos a difereniacdo das €lulasBMDMs, estas foram estiuladas com BCGMOI:
0,1), peptideol1 (1 mL/poco) peptideo 2 L mL/pocgo) e,com acombinacdode BCG mais
peptiden. As células foram estimulias emmomentosdistintos Apos 24 haas @ primeiro
estimulg os sobemadatesforam coletadasaliquotalos e refrigeradosEm seguidaforam
adicionadosem todosos po¢os500 pL do meio DMBEM suplementadsem M-CSF e as
células forammantidas em repsa No segundo momentascélulasforam submgdas aum
novo esimulo com BCG, peptideo eBCG mais pmptideo. Apdés 48 hoas da seguda

estimulacapos sdrenadanteforam mletados aliquotalose refrigeradogara anase.

5.24 Extracao de proteinas eVesternBlotting

BMDMs previamente égnuladasou ndo estimuladaram subnetidas ao processo
de extacdo de proteinas totai®Ds sobrenadantes das células foram descartados e
posteriormente sobre os poc¢os foram adicionadoslLGfd tampao de lise celularextracdo
RIPA (Sigma, R0278). Alén disso, as amostras fonasuplementadsicom um coquetetom
10% de inibidor de proteas€Sigma, P2714 um coquetetom 1% denibidor de fosfatase
(Sigma, P0044) Em seguida os pocos foram raspados e a solucdo suplementada foi
perpassada poco a poc¢o.bSequente a isso, o materdd proteias foi certrifugado em
12000 rpm por 5 minutos para remocédo dos detritos celulares.

Para execucdo do protocolo d&/estern Blotting foi preparado o gel de
poliacrilamida (Agua30% Acrilamida Mix 1,5 M TRIS (pH 8,8)10% SDS$ 10% Persulfato
de Aménio e Tened e ogel de entrada ¢fua, 30% Acrilamida Mix, 1,0 M Tris (pH 6,8)

10% SDS, 10% Persulfato de Amoénio e Temé&#ra o prepardas amostraelasforam
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diluidas em agua eeceberam a adicdo de tampdo de amdstenmli 4x (BIO-RAD,
1610747 + 1 0 %-mereaptobtanolEm seguidagssas foram submetidasn fervura a
aproxi madamente 98 por 5 minutos.

Na cuba de eletroforese foi colocado o tampédo de corrida (agua, glicina, Tris). No
primeiro poc¢o do gel, focolocado o padrdo de peso molecidasubsequda as amostras
previamente preparadasom 10 pg de proteina total por poéocorrida detse inicio em 80
mV e posteriormente 120 m¢om duracao de aproximadamente 120 min#psés a corrida
o gel foi transferido para uma membrana de nittdosé ebloqueada com leita 5%por 2
horas para diminuir as ligacdes inespecificas da membrana, que podem interferir com a
ligacdo dos anticorpos especificos.

Em seguida, para a remogdo bloqueio a membrana foi lavada por 5 vezes em um
intervalo de Sminutos contampéode lavagenTBS-T. Logo aposa membrandoi incubada
com o anticorpo primaricantirabbit p38 1:100QCell Signaling8690, antirabbit pi4/42
1:1000 (Cell Signalingd695, antirabbit SAPK/INK 1:1000(Cell Signaling9252, no qual
ficou overnightsobagitacao e refrigeracdd® C) No dia seguinte, o anticorpo primario foi
retirado e novamente a membrana foi lavada por 5 vezes em um intervalo de 5 minutos com
TBS-T. Posteriormente, foi inserido o anticorpo secundant-rabbit IgG 1:2M0 (Cell
Signaling7074) correspondentepara marcar espe@amente o0 anticorpo primarioA
membrana foi incubada conmste anticorpo com agitacdo por 2 horas em temperatura
ambiente. Ao término do periodo estipulado, lageta membranaovanentecom TBST,
por 5 vees de 5 minutosPor fim, a revelagio deuse por quimioluminescéncigelaadi¢cao
do reagent€larity ECL (BIO-RAD, 1705060 e substraté membrana por aproximadamente
1 minutg e depois & bandas foram detectadas pelo dispositivo ChemiDoc XBgstem
(BIO-RAD), com o auxilio dsoftwarelmage Lab (BIGRAD). Foi analisado a via da MAPK
a fim de analisar o comportamento visto o primeiro e 0 segundo contato da formulagéo

desenvolvida.

5.2.5Andélise porELISA em célulasBMDMS

Foram utilizados osobrenadaets da clulas BMDMspara a andlise quantitativa de
secrecdo das citocinds-6, IL-16 e TNFUatravés do kit MirunéL-6/IL-1 BrNF-U Standard
ABTS ELISA Development kit (PreproTech, Cranbury, NJ, USA). Em suma, uma placa
Nunc MaxiShopTM foi sensibilizada com o anticorpo de captura na concentrac@&o gld_1Im

overnight seguido de 4 lavagsrcom solugéo 0,05% Twe@&0 em PBS. Em seguida, foi



36

adicionado o tampéo de bloqueio 1% de BSA em PBS, incubado por 1 hora, seguido de 4
lavagens. Apos, foram adicionados o padi&e6(2000 pg/mL, IL-1 B000 pg/mL e TNF-
2000 pg/mL e diluido serialmente)as amostras e incubados por 2 horas, seguido de
lavagem, adicdo do anticorpo de detec¢Be (@ L)npor duashoras, lavagem e adicao do
conjugado AvidiRHRP na diluicdo 1:206 incubado por 30 minutos, com posterior lavagem.
Por fim, foi adicionado o subtrato ABTS, incubados a temperatura ambiente até o
desenvolvimento de cor eiluraem espectrofotbmetro codensidade 6ptacde 405 nncom
correcdo de 650 nm.

5.3IN VIVO

5.3.1 Animais experimentais

Foram utilizados camuwongosisogénicosC57BL/6 com ®is a oitosemanas de
idade, povenientes do Biotério CentrahdJniversidade Federal ddfenas(UNIFAL-MG).
Esses animaiforam mantidos em salaimlatizacdh, em cakas de poliprpileno, com livre
acesso a agua e alintere em obediéncia aoiclo circadiao declaro/escuroOs protocolos
do experimentodram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UNIFAL-MG, sob registr@008-2021 (ANEXO ).

5.32 Imunizacéo de animais

Camundongs C57/BL6 {émeas)foram divdidos em grupos disttos (n=6/grupo)e
este foram imunizados com eombinacdale BCG(5x10* UFC) como peptid® 1 (1 pg/uL)
e petideo 2 (1 pg/uL) da proteinaspike Foram redkadas duasmunizagdes por via
intramusalar com intervalo de 15 das entreelase 15 dias apés segunda imunizacdo o0s
animais foram eutansiados.Foram coletados sore baco para andlise Por anmal foi
admnistrado 50uL dasolucdo vacinatompostapor 5 uL de BCG 10 yL de peptide e 35

pL de soluca salina

5.33 Cultura de esplendcitos

Camuwndongos C57BI8 foram eutanasiadopor dose letal de astésico(260 uL de

Kitaming 130puL de Xilasing 1110uL de solugao salina), sendo administrad0 (L/animal
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de anestésicoForam coletados oalgo desses r@mais A soucdo ontendo os esplendcitos
foram obtdasda macergdo do bag. Em seguidaessasolucaofoi centrifugadaem 1200rpm
por 7 minutosem temperaturgontrolada (4°C)O sobrenadae foi descartado epdsfoi
adicionado ImL de soluga®CK (0,15 M NH4CI, 10 mM KHCO3 0,1 mM Na2EDTA, pH
7,2) e ressuspendiddApos agir por 5 minutos volumefoi completado co salna estéril e
novamente foi submeéido a centrifugacdo em 1200pm por 7 minutosEm seguida, o
sobrenadante foi descartad@s célulasigveis foam ressuspedidascom 1mL de méo de
cultura RPMI11640 (Gibco, Carlsbad,Calif) suplementado com0% de sorofetal boviro
inativado,1% dePenicilina/Estreptomicira. As célulasviaveisforamquantificadagpor meio
da coloraéo Azul de Tripan a fim de tdr aconcentacdode 1x16 cel/pco.
Posteriormentas células foram plaqueadasos respectvos grupos demunizacéo
foram estimulados com neweide culturasuplementadq10% de soro fetal bovino, 1%le
Penicilina/Estrgptomicing 1% de Hepes) peptideol (1 mL/poc¢o) peptide® 2 (1 mL/poco),
BCG (MOI: 0,1) e BCG em combinagcdo com o peptidee BCG em combinacdoan o
peptideo2 da proteinapike Apods aestimulacaalas célulasde esplendtos, o sobrenadde

foi aliquotado paranalise.

5.34 Anélise porCBA

Foi feito o ensaio CBA Cytometric Bead Arraycoma colaboracao ddniversidade
de S&o PaulgUSP) campusde Ribeirdo Pretppara adlise da secrgdo de citocinas que
caracterizam os perfihl, Th2 e Th1l7 murinatravés de citontea de fluxa A analise foi

feita pelo software FCARrray.

5.3.5Ensaio soroldgico: quantificacdo ddGG total e subclasses

Placas de ensaio imunoenziméatico foram revestidaspmml deantigeno(peptides
estuturais dovirus SARSCoV-2) sendo administradoud/uL por poco suplementdo com o
tampdo de Igacdo(0,075% NaCO / 0,1465%5 NAHCOs / 50mL H.0 destilada) Os subtipos
foram medidos em amostra de spay anticorposintiFimunoglobulinaG, 1gG Total (1:25M),
IgG1 (1:50) e IgGZ (1:20000) conjugados comeroxidae(Sigma Chemical Co., EUA)

As plaas foram blogeadascom tampa@ de bbqueb (PBS contendo 5% de leite
desnatad) e incubadas por 2 horas37°C, em atmosfera &6 de CQ, As amastras faam

preparadas e diluidas em tampdo de bag#o (PBST, 3% de swo fetal boving.
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Subsequentefoi adcionado 100 pl/pog dcs antissoos (ndo vacinadoyacinado:BCG +
Peptideo 1e vacinado:BCG + Peptideo?2) e incubadas pof hora a 37°C, em tanosfera de
5% de CQ

Apos desartadoo contetdo anteriprfoi adicionado100 pl/poco da solucdo de
anticorposecundario(lgG Totd, 1gG1, IgGx) e incubadas pol horaa 37°C, em atmosfa
de 5% deCO,. Apo6s hvagem com PBS foi adcionado a cada poc¢a solugdo de substrato
(1 mg/mL TMB, 4 pL H20., pH 5) e as placas foram inbads no escuro a temperatura
ambiene. Paa pausar a egdo foiadicionado100¢ L 1d.8Q:2N, apos10 minutos. A

absorbane foi medida emespectrofotdmetrno canprimento de ondde 450m.
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6 ANALISE SESTATISTICA S

Os dados obtidoforam analisados usando o programa GraphPadPrism 8 (GraphPad
Software Inc), através de testene wayANOVA, com pés teste de key. Utilizando nivel de
significancia p<0,05.
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7 RESULTADOS

7.1IN SILICO

7.1.1 Uma sequéncia global com 1.276 aminoacidos foi identificada como a sequéncia

consenso da glicoroteina spike

Foram eportrados 53.838 genomas que haviam sido depositados a&§asto de
2020 no bano de dados NBI. Desses gennas foi identificada as putativas séquias
codificadores dagroteinaspike oltendo assimuma sequénciaonsens por regido do globo
terrestre sendo na Aica (109 sequénciashmeérica do Mrte (10.331 sequéncias),iérica
do Sul (31 sequéncias), Asia (1.219 seqis®), Europa (414 sequérs) e Oceania (1.418
sequéncias), totalizando 13.522 sequEnpass$veis de idenificacdo da poteina spike.
Posteriormente aos dados encontraded.276 aminoéidos da glicoproteina spike foram
alinhados cor ilustrado na figurab. No entanto, ssequéncia obtida no coméinie Oceania
(figura 5 apresentou ferencas, em qudas 1.418equéncias @ontradas &via uma egiao
inexistente na sequéncia consenso da glicoprotgpike 0 que ndo € o casalas demais
regides. Aléem disso, nessa mesma regido foram encontrados tréscosque as outras
regides ndo tinham Tais dierencas poém ser justiftadas po possiveis mutacbes que

ocarem entre asegides de cada continente
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Figura51 Alinhamento das sequéncias obtidas poraegque caracterizam a proteisgke
do SARSCoV-2 em cada caimente a partir ds resultdos obtdosda sequéncia

consens@or contnente
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HFVFLYLLPLYSSQCYNLTTRTQLPPAYTNSFTRGYYYPDKYFRSSYLHSTQDLFLPFFSNYTHFHAIHYSGTNGTKRFDNPYLPFHDGYYFASTEKSHIIRGHIFGTTLDSKTASLLIVNNATHYYIKY
HFYFLYLLPLYSSQCYHLTTRTALPPAYTHSFTRGYYYPDKYFRSSYLHSTADLFLPFFSHYTHFHAIHYSGTHGTKRFDNPYLPFNDGYYFASTEKSHIIRGHIFGTTLDSKTQSLLIVNNATHYVIKY
HFYFLYLLPLYSSQCYHLTTRTALPPAYTHSFTRGYYYPDKYFRSSYLHSTODLFLPFFSNYTHFHATIHYSGTHGTKRFDNPYLPFHDGYYFASTEKSHIIRGHIFGTTLDSKTASLLIVHNNATHYVIKY
HFVYFLYLLPLYSSQCYHLTTRTALPPAYTHSFTRGYYYPDKYFRSSYLHSTQDLFLPFFSNYTHFHAIHYSGTHGTKRFDNPYLPFHDGYYFASTEKSNIIRGHIFGTTLDSKTASLLIVNNATHYVIKY
HFYFLYLLPLYSSQCYHLTTRTALPPAYTHSFTRGYYYPDKYFRSSYLHSTADLFLPFFSHYTHFHAIHYSGTHGTKRFDNPYLPFNDGYYFASTEKSHIIRGHIFGTTLDSKTOSLLIVNHATHYVIKY
HFVYFLYLLPLYSSQCYHLTTRTALPPAYTHSFTRGYYYPDKYFRSSYLHSTODLFLPFFSHYTHFHATHYSGTHGTKRFDNPYLPFHDGYYFASTEKSHIIRGHIFGTTLDSKTASLLIVNNATHYVIKY
HFYFLYLLPLYSSQCYHLTTRTALPPAYTHSFTRGYYYPDKYFRSSYLHSTQDLFLPFFSHYTHFHATHYSGTHGTKRFDNPYLPFHDGYYFASTEKSHIIRGHIFGTTLDSKTASLLIVNNATHYVIKY
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CEFQFCHDPFLGYYYHKHHKSHHESEFRYYSSANNCTFEYYSQPFLHDLEGKQGNFKNLREFYFKNIDGYFKIYSKHTPINLYRDLPQGFSALEPLYDLPIGINITRFOTLLALHRSYLTPGDSSSGHTA
CEFQFCHDPFLGYYYHKNHKSHHESEFRYYSSANNCTFEYYSQPFLHDLEGKQGNFKNLREFYFKNIDGYFKIYSKHTPINLYRDLPQGFSALEPLYDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGHTX
CEFQFCHDPFLGYYYHKNNKSHHESEFRYYSSANNCTFEYYSQPFLHDLEGKQGNFKNLREFYFKNIDGYFKIYSKHTPINLYRDLPAGFSALEPLYDLPIGINITRFATLLALHRSYLTPGDSSSGHTa
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CFTHVYADSFYIRGDEYROIAPGATGKIADYNYKLPDDF TGCYIAHNSHHLDSKYGGHYNYLYRLFRKSHLKPFERDISTEIYQAGSTPCHGYEGFHCYFPLASYGFOPTHGYGYQPYRYYYLSFELLHA
CFTHYYADSFYIRGDEYROIAPGATGKIADYNYKLPDDF TGCYIAHNSHNLDSKYGGNYNYLYRLFRKSHLKPFERDISTEIYQAGSTPCHGYEGFNCYFPLASYGFOPTHGYGYQPYRYYYLSFELLHA
CFTHYYADSFYIRGDEYRQIAPGATGKIADYNYKLPDDF TGCYIAHNSHHLDSKYGGHYNYLYRLFRKSHLKPFERDISTEIYQAGSTPCHGYEGFNCYFPLASYGFOPTHGYGYQPYRYYYLSFELLHA
CFTHYYADSFYIRGDEVROIAPGATGKIADYNYKLPDDF TGCYIAHNSHHLDSKYGGNYNYLYRLFRKSHLKPFERDISTEIYQAGSTPCHGYEGFHCYFPLASYGFQPTHGYGYQPYRYYYLSFELLHA
CFTHVYADSFYIRGDEVROIAPGATGKIADYNYKLPDDF TGCYIAHNSHNLDSKYGGNYNYLYRLFRKSHLKPFERDISTEIYQAGSTPCHGYEGFNCYFPLASYGFOPTHGYGYQPYRVYYLSFELLHA
CFTHYYADSFYIRGDEVRQIAPGATGKIADYNYKLPDDF TGCYIAHMNSHNLDSKYGGNYNYLYRLFRKSHLKPFERDISTEIYQAGSTPCHGYEGFNCYFPLASYGFOPTNGYGYQPYRYYYLSFELLHA
CFTHYYADSFYIRGDEYRQIAPGATGKIADYNYKLPDDF TGCYIAHNSHHLDSKYGGHYNYLYRLFRKSHLKPFERDISTEIYQAGSTPCHGYEGFNCYFPLASYGFOPTHGYGYQPYRYVYLSFELLHA
CFTHYYADSFYIRGDEVRQIAPGATGKIADYNYKLPDDF TGCYIAHNSHNLDSKYGGNYNYLYRLFRKSHLKPFERDISTEIYQAGSTPCHGYEGFNCYFPLASYGFQPTHGYGYQPYRVYYLSFELLHA
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IGAEHYNNSYECDIPIGAGICASYQTATNSPRRARSYASASIIAY THSLGAENSYAYSHNSIAIPTHFTISYTTEILPYSHTKTSYDCTHYICGDSTECSHLLLOYGSFCTOLNRALTGIAYEQDKNTQE
IGAEHYNNSYECDIPIGAGICASYQTATNSPRRARSYASASIIAY THSLGAENSYAYSHNSIAIPTHFTISYTTEILPYSHTKTSYDCTHYICGDSTECSNLLLOYGSFCTOLNRALTGIAYEQDKNTQE
IGAEHYNNSYECDIPIGAGICASYQTQTHSP QSIIAYTHSLGAENSYAYSHNSIAIPTHFTISYTTEILPYSHTKTSYDCTHYICGDSTECSHLLLAYGSFCTOLNRALTGIAVEQDKNTQE
IGAEHYNNSYECDIPIGAGICASYQTATNSPRRARSYASASIIAY THSLGAENSYAYSHNSIAIPTHFTISYTTEILPYSHTKTSYDCTHYICGDSTECSHLLLOYGSFCTOLNRALTGIAYEQDKHTQE
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IGAEHYNNSYECDIPIGAGICASYQTATHSPRRARSYASASIIAY THSLGAENSYAYSHNSIAIPTHF TISYTTEILPYSHTKTSYDCTHYICGDSTECSHLLLOYGSFCTOLHRALTGIAYEQDKNTQE
IGAEHYNNSYECDIPIGAGICASYQTATNSPRRARSYASASIIAY THSLGAENSYAYSHNSIAIPTHFTISYTTEILPYSHTKTSYDCTHYICGDSTECSHLLLAYGSFCTOLNRALTGIAYEQDKHTQE
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YFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKYTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTYLPPLLTDEHIAQYTSALLAGTITSGHTFGAGAALQIPFAHQNAYRFNGIG
YFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKYTLADAGFIKQYGDCLGDIARRDLICAQKFNGLTYLPPLLTDEHIAQYTSALLAGTITSGHTFGAGARLQIPFAHQNAYRFNGIG
YFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFHKYTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTYLPPLLTDEHIAQYTSALLAGTITSGHTFGAGAALQIPFANOHAYRFHGIG
YFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFHKYTLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTYLPPLLTDEHIAQYTSALLAGTITSGHTFGAGAALAIPFAHQNAYRFHGIG
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GINASYYNIQKEIDRLNEVAKHLNESLIDLOELGKYEQYIKHPHYIHLGFIAGLIAIYHYTIMLCCHTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPYLKGYKLHYT
GINASYYNIOKEIDRLHNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKHPHYIHLGFIAGLIATVHYTINLCCHTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPYLKGYKLHYT
GINASYYNIOKEIDRLHNEVAKNLNESLIDLOELGKYEQYIKHPHYIHLGFIAGLIAIVHYTINLCCHTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPYLKGYKLHYT
GINASYYNIQKEIDRLNEVAKHLNESLIDLOELGKYEQYIKHPHYIHLGFIAGLIAIYHYTIMLCCHTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPYLKGYKLHYTHYT

GINASYYNIQKEIDRLNEVAKHLNESLIDLOELGKYEQYIKHPHYIHLGFIAGLIAIYHYTIHLCCHTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPYLKGYKLHYT, ..

Fonte: Da autora.
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7.1.2 Foram identificados 833 epitoposda glicoproteina spike a partir da sequéncia

global

Utilizou-seo IEDB pararealizar aessa analise de predicdo de episaecélula B,
usaro o méodo Bepiped Linear Epitpe Préiction 2.0,essealgoiitmo treinado com outras
sequéncias ja conhecidas vieolu os aminoacidos e deu uma pontuacgéo de predicaalafim
averiguar se € ou naon candidato a ser um epitopo de céBlaJm limiar de cote de 0,50
foi definido, em que os amnoacidos cm portuacdo acimade 0,50 foram considerados
Assimda sequénciaomsenso mundial foi encontrado para a glicoprotspike um total de
33 epitopos de célula B.

Para predicdo de epitopde MHC-I, utilizouse 0 méodo NetMHCpan EL 4.1
sendo essrecomendad peb proprio IEDB,no qual alou-se a utilizgdo de27 alelos de
referénciaque séo os alelos que englobam toda a pg@almundialAssim, 6890 epitopos
foram obtidos, classificadake mais pronfiscuo @rameros pronisauo. Entretanto, um limiar
de core del1% sugerido pelo IEDB foi efinido e 685 epitopos de MHC céas | foram
considerados.

Pam a predicdo de epitopos NEHC-II, utilizou-se 0 método IEDB recommended
2.2, este comand®e refere aanétodo Ne¥iHCllpan EL 40, no qual utilzou-se cinco
ferramentasde forma hibrda disponbilizadas pelcservidor eusando novamente os 27 alelos
de referénciabteve-se34.800epitoposEm seguida unfimiar percentil consenso rank29.0
e porcentagem da quantidade alelos que epitopo interag> 50% foramdefinidos, ou €ja,
era neessarioque pelo menos 13 a 14 alglbzessem uma interac&om o epitopo e assim
115 epitopos dram considerado®A glicoproteinaspike obteve um totalde 833 epitopgs
sendo 33 epibpos de célulaB, 685 de MHC de ebse | e 115de MHC de classe |l

respetivamene.

7.1.3 Os 833 epitopos foram alinhados e 812 epitopos foram removidos por estar na

regido transmembrana

Utilizou-seo servdor MutlAlin parao alinhamento dos 833 epitopalstidos(célua
B, MHC-I e MHC-II). Foi neces&rio oalinhamento manualpois a ferramenta MultAlin n&o
alinhava os epdpos com a sequéncia glblmbtidae simcom osepitopos entre si. Através
desse alinhaento, foram selecionados epitopos com 15na#éidos. Assim, ap0s o

alinhamento eampleto dos 83 eptopos, retirouse bdos 0s epitopos presentes nas regidoes
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transmembana encontrados nos reados do SOSUI, visto que um epitopo presente na

regido transrambrana dificulta a conexdo com as protetf@BIHC clase | ell para serem

apresatados e seirem de alvos moleculares aos liaitos T O total de 21eptopos foram

obtidos ressalando que epitopos que apresentavam mais de uma repetayam

desconsiderados.

7.1.4Seis epitopos foram consideradosmtigénicos, ndealergénico e estaveis

Iniciaran-se os testes de propriedadessdepitoposem que os 21 epitopos foram

testadogrimeiranente para raigenicidade, no quagbara ser antigénico epitopo presiava

atingir um limiar de cortemaior que 0,50 @presentar a etq u grovavel f@antjenoo

dentro

do servdor Vaxijen Dos 21 eqbposiniciais, apena8 epitopogassaram nprimeiro teste

O sgundo teste aplicado, foide alergenicidde usando servidorAlgPredf en que

a metodologidibrida sugeridapelo servidorfoi utilizada Os resultados obtilosapreserdaram

gue os 9 epitopos eram considerados nao alergénicos.

Em seguidags 9 epitops foramsubmetidos testesle propriedades fisieguimicas

em que o fatode grau de estdlldade foi definido cono limiar de @rte Assim epitopos que

apreserdvam valor > 40 foram removidos, visto que ao nao apresentarerabdgiade, sua

producédo paréestesn vivoein vitro ndo seria possiveEste gau deestabilidade €éalculado

pela feramentaProtParam em ge ele visualza a squéncia de aminoacido epartir das

interac@s entre aminoacidasonseguealcular se €se epitopo € estavel fisigaimicamente

Assim, dentre os 9 epitopos, 3 foram excluidgelo critério destabilidade Vale ressaltar que

outras informacgdes foam dotidascomo ponto isoelétra; pesamolecular,formula molecular,

predicdesde meia vida en organismos com®ammalianreticulocytese Escherichia coli

conforme descritos na tdbdl.

Tabelal i Avaliacdes fisicequimicas dosepitopos finais mais promiscuos da proteina

spike.
Overall This
Epi Pli.Ed_l:ltlm“ Molecular Theoretical Instability clasls]lﬁes I.\'Iﬂ.mmalfan Yeast,in  Escherichia
pitopos ‘01 .E weight pl index t e- 1et1lcu1(.)cytes vivo coli, in vive
Protective protein in vitro
Antigen as
ALQIPFAMQMAYRFN 1,0112 1801.15 8.79 33.91 stable 4.4 hours >20 hours  >10 hours
TAIPTNFTISVTTEI 0,7719 1619.88 4.00 7.39 stable 20 hours 30 min >10 hours
RVVVLSFELLHAPAT 0,7485 1651.97 6.75 35.01 stable 1 hours 2 min 2 min
LLFNKVTLADAGFIK 0,6737 1649.99 8.59 2.48 stable 5.5 hours 3 min 2 min
WTAGAAAYYVGYLQP  0,6533 1630.82 5.52 25.13 stable 2.8 hours 3 min 2 min
LTPTWRVYSTGSNVF 0,5831 1727.94 8.75 -11.37 stable 5.5 hours 3 min 2 min

Fonte: aautor.
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7.1.5 Dois eptopos apresentaram maior probabilidade de serem potencialmente

selecionados para analises vitro ein vivo.

A partir dos dadogresetes na tabela 1, dois pé&gos com os melles resultads
apresentados foram selecionadd3 epitopo ALQIPFAMQMAY RFN apresentoumelhor
resultadoem antigenicidadejue todos os outrs epitoposlém de emgrau de estabilidade
inferior a 40e o IAIPTNFTISVTTEI que apesar deseugrau deestabildade se& menor, no
testede antigenicidade obteve um bom resultadosaja, mais provavel de ser antigénico
guando comparado aegitopos 3 &l

Vale ressaltaque o sevidor NetNglyc 1.0 Sevedetectou sitio de regido de- N
glicosilagdo no epbpo 1, dém da pesenca de uma nagdo(T716l) presente naariante

Alpha, sendo e®is resultadosspresentadana figura6.

Figura6i Representgdo esquematica de regides da glicoprotspilee

. - Epitope - Transmembrane . - Mutations - - N-glycan sites

Surface Glycoprotein

Fi575 Qassr

156, 167 DEL G496S 717 N-glycan
I Q43R N784K Q954H
69,70 del rasin D796Y D950H
L18F ,70del gq54K Ka17N F888L  D950N
W152C °25;§39D E4844 TS4TK T7161 NBS6K D1118H
E484Q
p26s p1say] | 35 E484K HB55Y] T1027!
02156
Epitope 1 Epitope 2
r20N
1 1276
Q1071H
Vaoan |Ds1e [Tom S982A Va176F
AGTV 241,242, 243 del AST0D  QB77H L981F
G1420 Q8/7H NOESK

T19R Y145D S4TTN
Fonte:Da autora.
Legenda Epitopos (azul). Regibes trasmemitana (amaie). Mutages pretg. Sitio de Nglicosilagdo
(vemelho).

Dessa forma, as varmtes dovirus SARS-CoV-2 ja descitas foram alinhadas tanto
parao epibpo 1 quanto para epitopo?2 (figura 7). No epitopol, no aminoacido M, ocorre
uma mutacague altea o amin@cido treonina (T) araisoleucina(l) na variante AlphaPara
0 epitopo 2 réio foran identificadasmutacOes capazes de alterajualqueramindcido ra

sequencia



Figura7 1 Alinhamenb dos eptopos selecionadosadseqgéncia consenso gaoteinaspike

em compargdo com as se@uaciasdas variantes do virus SARSV-2.

710' 720 1230 740 900 910

Alpha YSHNEIAIPINFTISYTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC Alpha AGEALOIPFAMONAYRFN

Eta YSNNEIAIPTNFTISYTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC Et.a AGBALOIPFANOMAYRFN

Beta YSNNEIARIPTNFTISVTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC Bet.a AGBALOTIPFANOMAYRFN

Ganna YSNNEIAIPTNFTISYTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC Ganna AGBALOIPFANQHAYRFN

Delta YSHNBIAIPTNFTISYTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC Delta AGBALOIPFAHOMAYREN
Epsilon YSHNEIAIPTNFTISYTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC Epsilon AGEALOIPFANOHAYRFN
Kappa YSNNEIAIPTNFTISYTTEIBPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC Kappa AGEALOIPFANQHAYRFN

Tota YSHNNEIRIPTNFTISYTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC Tota AGHALOIPFAHQNAYRFN

Lanbda YSHNEIARIPTNFTISYTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC Lanbda AGEALOIPFAHOHAYREN
OnicronBA.1 YSNNEIARIPTNFTISVTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC OnicronBA.1 AGEALOIPFANOHAYRFN
OnicronBA,2 YSHNNEIAIPTNFTISYTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC OnicronBA.2 AGEALOIPFANOMAYRFN
OnicronBA,2,12,1 YSNNEIAIPTNFTISYTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC QOuicronBA.2.12.1 AGOALOIPFAHONAYRFH
OnicronBA.4 YSNNBIAIPTNFTISVTTEIRPYSHTKTSVDCTHYICGDSTEC OnicronBA.d AGEALOIPFANOHAYREN
OnicronBA.5 YSNNEIAIPTNFTISYTTEIBPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC OnicronBA.5 AGEALOIPFANOHAYRFN
Zeta YSNNEIAIPTNFTISYTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC Zeta AGBALOIPFAMOHMAYRFN
Consensus YSHNSIAIPTNFTISYTTEIRPYSHTKTSYDCTHYICGDSTEC Consensus AGOALOIPFANOHAYRFH

Fonte:Da autora.

Legenda:A seqéncia doepibpo 1 a esquerdademorstra diferengano aminoacido da postdo 716 na
variantealpha enrela@o as demais vantes e a se@umcia cosenso identificada rese trabalho. O
epitopo 2adireita, nAoapresenta varg@es em relgio a qualquer seducia alinhada

7.1.6 A modelagem molecular por homologia da proteina consenso mundial dgike
mostrou que 0s epitopos se apresentam na base datpina e distantes de regides

de maior variabilidade

A modelagem moleculgoor homologia consiste narocessaealizado quandodo
setema estruturaristalografada da protein@maquea corfec¢é daestrutua 3D é realizada
a partir de outrasstrutura similarespresentes em bancos di@dos cora Protein Data Bank
O objetivo da aplicacdo dss ferramenta para a glicoproteigpike a priori, € seter uma
estrutura da sequéncia gadlessaglicoproteing, interesse do presente trabalopartir da
obtencdo da modelagem da proteina pedeobserar que o0s epitopos keeionados se
apresentamaibase da proteina e de tal forma, distadea®gifes danaior mutacao, no qual
observaseque aregéao supelior dacadeia, responsavel pee conectar ACE2 apreenta um
maior numero de mutacfeslém da pesenca deinUmeros gios de Ndglicosilacéo,

representados pela cor azul na fig8ra
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Figura81 Epitopos da glicopreinaspikelocalizados na basga proteina

Fonte: Da autora.

LegendaEpitom 1 selecimado edegacado em vermelh@), regides tramaembranaverde), regides
de N-glicolisacédo (adl). Epitopo 2 sedcionado e destacado em velno (b), regdes
transmembrana (verde), regid@esN-glicolisag&o (azu).

Corforme mencionado anteriorente, a época d obtencdo dos epfios en
Agodo de 2020 ainda néo se tinha estrutaraistdografadas d proteinaspike e de tal brma
para se solucioar tal problema, realizoge o proessode malelaggm moleclar por
homolajia. Entretario, atualmentga se tem estruturas cristalofmda daestrutira Um teste
comparativo paraeavaliaro resultado de madfagem molecular pordmologia foi realizadg
no qualpara a comparacao utiiz-se a struura ce cristalogafia da spike depositad o
banco de damk PDB sobcddigo 6VXX ea estrutura lotida por AlphaFold. Para esteteste
utilizou-se o softvare Pymol com o intuito de se obter o i@ de Root Mean §uare
Deviation RMSD), este valor repres¢ga a medid dadistancia média entre os atomos de
proteinas gbrepostagfigura 9)
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Figura 9 1 llustacdo & mmpaegdo de estrutas entreproteinasspike obtidas por
cristalogrdia e modelagemmolecularpor hanologia

B C

Fonte: Da autora.

Legenda: Estruturaehtidas porcristalogrdia (PDB: 6VXX; verdd e modelagm molecularpor handogia
(AlphaFold vermelhg, no qual en(A) temse a visualizagdo da sobrspaotoda, em(B) temse o
epitopo 1le em(C) tem-seo eptopo 2.

O valor de RISD obido durante a aaliacdo foi de 1,08 e de th forma,
obsrvando-se que para se ter um valor satisfatorio € necessario agieesitados estejan
abaixo de2. Podese cacluir que a proteina obtia e tilizada durante o processo de
ancoragem moleculacordiz com dados baseados eestruturas cristalografada¥ale
ressltar queo valor del,08 aindapode ser pstificado a aminoacidodiferentesdevido a
mutacfes owatomos asentes durante a cristgkafia, entretanto, apesar destes posi®

resultado aind@ considerado satisfatorio

7.1.7 Avaliacdo da ancoragem molecular dospéopos selecionados apresentam forte

ligacdo as moléculas dMHC de Homo sapiens

Paa as adlises deancoragem moleculautilizou-se cono alvos os receptores de
MHC-1 e MHC-II em que os 27 alelogle referénciautilizados na idetificacdode epitos
foram identificados ndbanco de dadoBrotein Data BankEntretantp nem todos os ale$
referéncias @m suas estruturas cristalogrdées foran encontrada. Onzealelos de MCHI e
14 alelos de MH@I foram identificados Vale ressaltarque os alelos, alénde estarem
presentes nos 27alelos referédia determinado pelo IEDB, taniédeveriam apreseart
interacdo cono epitopo caforme selecdo denhiar de cote. Segundo essas mformacgdes
obtidas é provael que oepitopo 1 interajaais com MHCI e o epitpo 2 inerga maiscom

MHC-II. Os resultads obtidosestdo demonstrad na tabel2.
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Tabela2i Intera@es dos alele de MHGI e MHC-II dos eptoposselecionados.

ClusPro
ALELO Center Lowest MdockPep Autt_)Dock
Energy Vina
MHC-I  HLA-A*0203 -792,0 -931,7 -187,7 -8,3
EPITOPO
1 MHC -1 HL A- -722,0 -844,1 -200,8 -7,2
DRB1*04:01
MHC-1  HLA-B*3501 -794,6 -1044,9 -234.,9 -7,9
EPITOPO
2
MHCII HLA - -797,3 -996,6 -263,6 -7,7
DRB1*15:01

Fonte:Da autol.

Além disso,essas integbes foram quatificadas no qual foram visualizasl 12
pontes @ hidrogénio, 24 intera@s hidrofdicas e nenhuma interaz@om aspones ¢ sl
para o epitopo lmalelo HLA-A*0203 de MHCI (figura10).



FiguralOi Representagdo do diagraBia e 2D da irgracdo do Epitopo Tom o receptoMHC de classe,laleloHLA-A*0203

Tyrl16(A) Tyr84(A)

Leu81(A)
Argd7(A) Lys66(A) Tyr99(A)
Lys146(A ; : .
Thrl43(4) ot GIn155(A) ; Gly62(8) Glu63(A) TerlS9@ ; Val67(4)
Asp??(A) . . Thr73(4A) The163(A) g
Trpl47(8) Thr80(A) ; Tyr59(A) Tyr7(8)
Val76(A) TrplS6(A)
Tyrl71(A) Ala69(A)
Tyr123(4) i
. Glul52(A) i Met5(4)
® e Tpl67(8) Metd5(A)
QaE  /
4 7 Tle9
Prod ¥
IS ES Thrl3 .
Gluld Ak Thr12

Fonte:Da autorla
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No alelo HLA-DRBI*04:01 de MHCII, para o mesmepiopo, foram visualiadas 9
pontes de hidrogénj@9interacdes hidrofébicas e tadmnenhuma interacao woasportes
de sal (figura 11). Vale ressaltar que as analises de interagcbes, foram realizadas neste
respectivos alelos, poissamesmos apresenamn os melhores esultados de ancoramento
molecular no softwarAutoDock Vina.
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Figura 117 Representacao do diagraBD e 2D da nteracdo do Epitopodom o receptor MH@e classell, aleloHLA-DRBI*04:01.

G Asn68(A Trp239(B)
lnSI(A) Asn61(A) A S

Phe53(A) His259(B) A5112.60(B)

2 Val189(B)
Val64(4) 'TS’I 208(B) Phe204(B)

Asp235(B)

His191(B
sl Asp65(4) Nle71(A) Pro234(B) BI® s VaRO3®)

GluS4(A)

Glul0(a) Arg75(8 ' . Ty238(B) Leu245(B) Twa2s5(B) Tyr256(B)

M Sy, .
lle15 Asn6 Phe7?
Thi8 Ala2 Valll - qle15

Ilel

Fonte: Da autora.



52

Para oepitopo 2 foram wualzadas mteracbes @n 9 pones de hidrogéio, 29
interagdes hidrofébicas e nbama interagcdo com as pontes de seh o epitopo 2 no alo
HLA-B*3501de MCH (figura 12).



Figura 27 Repesentago do diagramaD e 2D da interacdo do Epito@aom o receptr MHC de clasel, aleloHLA-B*3501

GIn9 Pheld
L Argl3
Ala7 9
Asnls & . ProS
Phe6 ' " s . Leu2 Tled
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Trpl47(A)  Tyr74(A)

Arg79(A)

Fonte: aautora.



No aleb HLA-DRBI*15:01 de MHGCII (figura 13) para ineragio com 0 mesmo
epitopo, foram visualizadas 8 pontes de dgénio, 27 interacde hidofobicas etambém
nenhuma interacao woas pongs de sal.



Figura 137 Representacéo do diagrama 3D e 2D da interdgéiBpitopa2 com o receptor MH@e classél, aldo HLA-BI*15.01.
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Fonte: Daautora.
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7.1.8Ancoragem molecular dos epitoposelecionados apresentam ligacdo as moléculas

de H-2 deMus musculussimilares a interagoes d&/HC de Homo sapiens

Apoés a realizgdo da ancoagem nolecular com @& alelos deHomo sapens,
realizouse o mesmoprocedimentgaraas moléculas deMHC do organismdVus nusculus
Foi realizadouma buscano banco de ddosPDB pelasproteinascristalografadasde H2, no
qual, eontrouse aproteinalNEZ para H2 de classe | com resolucéde 810 A e 1FNG
para H2 de clase Il com resolucdo de 1,80 repectivamente As protehas foam
preparadas eolocadas em exa¢ép conta os epitoposno qualos esultados estdo descritos

natabela abxo.

Tabela3i Intera@es dos alels deH-2 classd e H-2 classelldos epitoposeleciorados.

Epitopo Proteina AutoDock Vina
H-2 classe | -7,5
! H-2 classe | -6,9
H-2 classe | -8,0
2 H-2 classe | 7,6

Forte: Da autora.

A interacdo entre o epitopoe2o compl&o de histocompaiilidade H2 declase

I, apresentou 5 pontes de hidrégio €29 interacbesidrofobicas(figura 14)



Figura X1 Representacdo do diagraBD e 2D éinteracdo do Epitopd com oreceptorde histocompatibilidadel-2 classe.|
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7.2.1BMD Ms estimuladas comBCG em combina¢do com os peptideos da proteispike

apresentaram maior aumento na secrecdo delL -6, IL-1b, TNF-U quando

reestimuladas

As céllasBMDMs quando estimuladasom BCGem combinacdo com peptideo 1 e

BCG em combingdo com peptideo 2 respectivamentan um primeiro momento

aumerntaram consideravelmete a resposa dos avos analisade de citocinas da imunidade
inatalL-6 (figura 15A) e TNF-U (figura 15E) em excegd0 da citocina IL-16 (figura 15C) em
relacdo ao grupo nao te@o Quando reestimuladashouve uma maior concentragdo e

ativagdo expressia na sece¢® dessas citocinas pré-inflamatdias IL-6, IL-16 e TNFU
(figura 15B, 15D e 15F) deectacs por ELISA em ®ntato comBCG e as formulagdes

desenvolvidas

Figura B 7 A reestimulagcacem céelubs BMDMs aumentou axpres§io de citocinas pro
inflamatoriasiL-6 (A-B), IL-1b (C-D) e TNF-U(E-F) em contato com BCG eas

formulacdes dsenvolidas.
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Apos 72 horas de estimulacio (BMDM) Apés 72 horas de estimulagio (BMDM)
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Fonte: Da autora
LegendaAmostrastestadas em wlicata (n=3). * P<0,05em relagdo ao grupo ndo tdba” P<0,05em relacdo
ao grypo trataddBCG +Peptdeo(1X).

7.2.2 A via de sinalizagdoM APK foi ativada e intensificada em amostras reestimuladas

com a formulacéo contendo os peptide@ssociados aBCG vacinal

A via de sinalizacdo MAPK foi anakda pelo processo de fosforilacdo das proteinas
p44/42, SAPK/JNKe p38.0s resultads gpontaam que quando reestimuadas(figura 16),
estas intensificaram a via da MAFK, dando énfase ao p38 que frerd ese reesimulo

demonstou a via mais ativada.

Figura1l6 i As vias de sinalizacdo de MAPi¢ram ativada pelas formula@es
desenvoluilasdo virus SARS-CoV-2 em célulaBMDMs.
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Fonte: Bhautaa
Legenda:b-actina fo usada como controlevalores ahixo da bandasndicama quantificagdo
daintensdade em relagdo ao carregamento
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7.3IN VIVO

7.3.1 Animais vacinados com 0s peptideos associados BEG vacinal apresentaram
aumento da sececdo delL-6, TNF-U, INF-o em cultura de esplendcitos e em

circulagao

Nos tecidas espEnicos de animais vacirdos comos pepitdeos em assogao com o
BCG vacind e reestimuladgs observotse 0 aumemo da secr€do de citodnas proé-
inflamatrias como IL-6 (figura 17A), TNF-U (figura 17B), INF-o (figura 17C). N&o foram
detectados ineis deprodw;do de Il-:4 nas amostras (dachdo apresentadoPe maneira
inesperada foi observado um diminugdo da secgdio de IL-6 nos esgenccitos
reestimuladasContulo, osespendcitos reesmulads se destacaranpor apresentarem um
aurento sgnificativo da secredo delNF-2, sugestivo que ha uma inado de esposta imune
do perfil Thl. HA& um aumento @ IL-17 da associacagrincipalmente de BCGom os
peptideosmas,a quanidade de secgdo dessa citocina se apresenta muiaixa. Uma vez
observad que & umaintensa seciggo de citocinas Prinflamatrias, foi awaliada a secgéo
de IL-10. E possvel observar que esplédtos reestimulados apresentaertasececio dess
citocina antiinflamatoria swgestivo de indgdo da tentativa de um controle dapestapré-
inflamatria mediada pela 16, TNF-Ue INF-o.

Figural?7 i Andalise de expressao de-B.(A), TNF-U(B), INF-2 (C), IL-17 (D) elL-10 (E)
em cultura de edpndcitosde gruposexperimentais deamundongos C57/BL6
imunizados comBCG e o0s respectiw peptideos da proteingpke e
egdimuladoscom meio, peptideo, BG e BCG mas peptideo
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Fonte: a autora.

LegendaAmostras testdas en triplicaa (n=3). " P<0,05em relagéo ao estimulo mefoP<0,05emrelacdo
ao estimulo peptided. P<0,05 em relac&ao estimilo BCG.

Para identificar se as citocinascréadas peldecido espénico tamém estavanem
circulacag os animais vacirdostiveram o soro coletado e avaliados quanto a ¢&orehs
mesmas citocinasE posivel identificaro aumero dasecreo de citocinas pro-inflamatrias
como L-6 (figural8A), no soro de animais vieados com BG e vacinados com BG+P2e
uma diminuicdo dessatodna no grupo vacinado com BCG*Paumentosignificativo de

TNF-U (figura 18B) no grupo vacindo com BCGe vacinado com BG+P2 e aumento @
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INF-2 (figura18C) e IL-17, sendo mais proeminente grupo vacinado com BCEL£ Esses

resultados corroboram com os achados nos tecidos esplénicos

Figural8i Analise de expressio de-8(A), TNF-U(B), INF-2 (C), IL-17 (D) elL-10 E)
em soro de gruposexperimentais deamundongos C57/BL6 imunizados com
BCG e BCG comos respectios peptideosla proteinapike
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Fonte: Caautol.
Legenda Amostras éstalas an triplicata (n=3). * P<0,05em relag¢do aayrupo ndo vacinadd P<005 em

relagio ao grupo vacinadacom BCG & P<0,05em relacdo ao grapvacinado com BCG +
Peptideo 1

7.3.2Aumento de anticorpos especificos as proteinas estruturais 8RS COV-2 foram

detectados no soro de animais imunizados

Fo quantificado por ELISA o pdercial dos peptideos em tacdo de induzir uma
respostamune humoralO pepticéo 1 ndo apresentou uma boa ostpimunehumoral mas
em contrapartida pepideo2 apresentou uma bgaodw;do de IgG e sas subclassg$igura

19) concluindo que IgG, 1gG1 e IgG2c estdoacima do linte em relagcaalos animais néo



vacinados

Figural9i Anticorpos especific®IgG, 1gG1, IgG2cno soro deanimaisnéo
vacinadose animais imunizados

0.8- I
*

g . :
7 0.6- ,
i . %
: 7 / 3
g 0.4+ % Z 1
) 0.0~ é %
IgG IgG1 IgG2c

E= Nio Vacinado Vacinado - BCG+P1 EE Vacinado - BCG+P2

Fonte: Da autora.
Legenda” P<0,05 em relagdo ao grupo ndo vacinati®<0,05em relagdo aggrupo vacinada@om
BCG+P1.Amostras testias em duplida (n=2).



65

8 DISCUSSAD

O SARSCoV-2 é caractarado por ser um virus tdmente transissived e suarapida
disseninacdo fe com que medidas protivas Pbssem necessériaselm como o
deenvolvimento e implantaéo a nivelglobal de una vacina(LU, 2020) As tentativas atuais
dapesquisa ténse concentrado na basde candidtos vacina que segm eficazeautilizando
diferertes ferranentas de biofiormatica.Nesse conteto, a vacinologiareversa pssal a ser
uma metodologia déesenvolvimerd de vacinas que sao potencialmente mogénicas e
seguras

Varias linhas d pesquisaforam desenelvidas em prol de se obtea vacinado
SARSCoV-2 por métodosde bioinformaticas. Baruah e Bose 2020 por exempb,
desenvoleram a pesquisasolre a proteinaspke para descobrir epitpos de célula B e
linfocitos T citotdxicos por o de feramentas de imundiormatica Além dis®, Dongetal.
2020 também projetaran uma vacina de multiejpopo para prevencao d@OVID-19.
PORANet d. 2020,com kase em multproteina localizaramepiopospara céluhsT CD4" e
CDg".

Nesse estuddoram utilizadasabordagens silico para obter ummtopo deproteina
estutural spike do SARSCoV-2 para quefosse idatificado um peptid® imunogénicoe
assim, fosseabenvolvido enuma vacina segura base de peptideo&s #cnicas tradicionais
de deseneimento devacinas, apresentaalgumas desvantags que pdemser supeadas
pelas ténicas in dglico. A técrica in silico pode diminuir o tempo e @usb para o
desewrolvimento deumavacina

Foi previsto epitopogla poteinaspke com afinidade de ligagdcom células B,
MHC-1 e MHC-II. Em seguidaforam alinhada com intuito de obterepitbpos imunogénics
gue desenvolvessa aacdo em ambosidonecessariamente sigrfique o epitpofinal é de
todas osresultads encotradosnessas célulasou seja, 0s epitopacs finais significam que
apresenaram maiotaxa derepeticédo de ados os epitopde células BMHC-I e MHC-II.

A estratégiale se obter uma sequéncia conseasxilia haobservagio e diminuicao
de variantes e auenta a possibiiade de definir segéncas de amimacidos mais
congrvados.Além diso, as tégicas de modelagem moleculae inteligéncia artifiial de
dados possibilitaam nadefinicdo de estrutura 3@a proteinaconsenso e identificaédo de
pontos dos dppos selecionados dentro plateha estrutusl.

As técnicas raonaisin slico podem preve o melhor gitopo para inragir com

receptores @ célulaB geran uma resposta adaptativa e humospkeifica, além @ pever
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o melhg epitopo que possa emgir com MHGI ativando linfécitosT CD8" e pever o
melhor epitop que interaja ao alelos @ MHC-II ativando linfocite T CD4', promovendo
assim uma resposta adapita celular especifica

As vacina peptidicasdo vadnascomposta popequenas regidesgroteinas com
componentes imunog&éms e poden ser manejadasde duwas formas através do pol de
peptickos e através de siituicdo da proteina. Es pool de peptidemao € erantrado com
frequéncia m regides de otaches, enquanto que a sulisicdo da proteina pode ser feita em
regidesde mutacaoOsresultados obtidoin silico nesse trabddo, foram oliidos em um curto
periodo de tempp com baixo custo onde foi afinido epitopos provaveis deerem
imunogénics.

A egdha ¢ epitops detamanho 15 foi graque els encaixassertano na enda de
MHC-1 e MHC-II que ao se mostradp sga mostrad ndo somene¢ aquilo que esta
interagindo com a fenda, maambém a fenda gun&o esta interaginddregdes de N-
glicolisacdoforam detectadas no epitopo 1 e essas reacOes estdo em sua superfice que é
aondese coneam com o ACE 20 fato de terN-glicosilacbes ressaregiao irdicam que o
mecanismode escpe pale mudar, p@ qualquer variacdo énsercdo de regiao ed N
glicolisagdofazem com queo virus escape do sista imune

Foi detectda a mutgdo T716l no epitopo lque fica denb dasubunidae S2 da
linhagem B.11.7 da proténa spike As evidénciasmostraram que essanante B.1.1.7 é mais
virulenta (COLLIER et al, 2021;LEUNG et al., 2021) Na literatura ndo foencontrao
ferrametas que fa@gm a pred¢do oua prevsdo de qual é a-blicosilacdo que ocare no
aminaacido 717 que € o que esta presentatte do epitopd. Porém,Watanabeet al. 2020,
explicam in vitro a identificagdo de gal era a N-glicosilagdo no mesmoaminoacido 77
Como resultadoidentificaramque aN-glicolisacdopresate nesseaminoaddo se tatava de
75% aproximadamentee glicanos (oligomanosek urma mistura de hibrido com complexo
Dessa forma, é suges quea glicosilaggo encontrada naminoacido 717 dopgtopo 1se
trata de uma oglico$acéo devariasmanosepresete no virs Alpha

Nasanalisedn vitro os macrofagos derivazs damedula 6sseteém perfis de aéo e
em paraleloaos resulidos obtidosmostiaram significaivamenteo trehamento de célals

imunes(VIOLA et al, 2019) Estudos epidemiolégicomostram que &acina de B tem
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uma protecdo popoutrasinfeccdesvirais e que o rearranjo da cromatina indozrenamento
da célda quamo exposta a mn patdgeno inespecificoe com iso dtera 0 a&es® para
expres@o génicade citocinas prénflamatériasque sdo auméadas quandoreestimdadas
(COVIAN et al, 2019).

O Neill e Netea2020, descreveramuea vacinacdo de BCG ehumanos saudaveis
induz ro aumend deprodugdode cibcinascomo IL-6, IL-16 e TNFU quandoem ensaisin
vitro 0s monddtos sao estimuladas com patégenosnespecificos Com o conhecimeto de
mecanisme envolvidosna ativacdo da imrmidade inataé possivel compreender o que a
vacina BCGé capazleinduzir afimde gera uma respostprotetora

Curiosanente,Covian et al 2020,tambémdescevaam queos mondcitos treinados
coma vacinagdo de BG témuma @épida resposta eom isso secretari-6, IL-1b e TNFU
apos a estinulagdo com S. auregeC. albicanse isso pode estarelacionadocom as
alteracdes epigenéticaom & genes regutibres dessas citocinas pndlamatorias

Nesse contextoha umacorrelagdode citocinasinatase estas medeiam unagel
crucial de respostaimunes treinadas como por exdémplL-1b, visto que esta cittina
desempenha uanimunidade treinaddevido as modificacées epigenétiaes metilacdo de
histonas e pode ser fundamentadarpguladorsintrinsecosias célulasmunes progenitores
da medula 6ssesstimuladas por BCGARTS et al, 2018; COVAN et al, 2020)

Asvias de sinalizacaalasMAPK sado fundameis e temum papel sobre as células
imunes e regulanprocessos celularg§&OEL et al., 2021) Nesse contextdumar et al,
descreeramque aMAPK ¢é essencilvia de sinalizacdo celulgror ser conhecida ativada
por umadiversidade devirus Assim a ativacdo essa via intracelular élevante para a
producédo de citocinas frend uma infegdo porSARSCoV-2 (BATTAGELLO et al, 2020)
Concomtantementeessa via puicia quehaja separacao celulamgee esses sejaralterados
em estimulos extracelularegue geranrespostas celulargCARGNELLO; ROUX, 2011;
KUMAR et al, 2018).

Dessa formaas citocinas prdnflamatériascomo I1L-6, TNFU  e-1 famtém sio
ativadas uma vez que se temexpressdode p38frente a uma igulacdo positiva da via
MAPK (ZARUBIN; HAN, 2005 GRIMES; GRIMES, 202D Ja foi descrito que células
epiteliais brénquicabumanagrimariasinfectadascom SARSCoV-2 e analisadas a partired
fatores de transcricdo e expresg@nicaque sao derivadgadessasétulas p38 que regulen
esesfatores de transcricd@®intensamente madadivadoapos a infeccd(BLANCO-MELO et
al., 2020; GOELet al, 2021) De fatq os resultados obtidos desse estudfprcam que38

foi altamente atimdo mostrando uma mediacdo de resposta aekin rehcdo aos estiulos
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propostos ensobrenadantade células BMDMgulminando no treinamento de resposta.

Niveis de IL-6, TNFU INF-2 e IL-17 foram produzidogelascélulasdo bacgode
camundongosmunizados gosteriormete estimuladossugerindd uma inducé de esposta
imune do perfil Til pelos peptides vacinaisAlém disso, a vacina coBCG e os peptideos
aumentarama resisténa de respostde perfil delinfécitos T CD4, sugerindouma resposta
imune efetoraapds estimulacaoA espedicidade das célalsT sobre gproteinando s6 desse
estudomasqualquer proteina viral groeminentgoara umamunidadeprotetora (GRIFONI
et al, 2020; SEKINEet d., 20D; SETTE CROTTY, 202).

Os peptideos vacinais gaoteinaspike estmulam o perfi de resposta faz conque
apresetam umaatividade antiviral soreessas célulaThlmediada pela producao téF-o e
demais citocinagSETTE CROTTY, 2021) Vale resshar que essdNF-0 obsenado nas
analisestem um papel muito interessante para atuar sobre os linfogitpasBguandosao
ativados se &mnsformam em plasmaocitos e secretam anticorfogeis de IL-10 também
foram encaotrados nas células do lmagle camundayos imunizados.Esse resultados
colaboram conesse cenario ade se tem citocinas pidflamatérias e antinflamatodias
sugestivo quga tenha oorrido uma resposta inflamatoéria a ponto de gem@arespostantk
inflamatéria com caractetisa de controle ou seja, com caracteristicas de resolu¢do do
problema.Ja foi demonstrado que nesmsaios ¢hicos com awacina paa o SARSCoV-2
tem omo alvo esse perfil encontradcsee estudo, sendo esseitm proeminente e ndo outro
perfil no qual ndo apresent aimento @ citocina por exemplolIL-4 de perfil Th2
(KRAMMER, 202Q SAHIN et al, 2020.

Nesse contextoXavier e coldoradores2013 pontuam que essequilibrio entre
producdo de citocinas pr6é e amtlamatérias parece ser crucial para a capacidime
hospedeiro de erradhr a infeccdo que € exatamente @ e viu nesse estudo quando
avaliamos esses niveis de citosin@ tecido espénico tendo esseequilibrio entre as
citocinas préinflamatérias e al-10 estando reguladpara equilibar essa exps$io das
citocinas préanflamatdrias.

Fernandezt al 2022, identificaram um conjunto de peptideos de células T" €D4
CD8" promiscus que foram reconhecidos pordividuos convalescente€Essa resposta de
célula T foi analisadain vitro em células produtoras de IMFa peptideos espdicios do
SARSCoV-2. De fatq a eficicia vacinbdepende da ativacaosltipos celularesesponsavie
pelo controle da infeccad\s células T CD4tem como funcaaregular o sistema imuneA
busca para o desenvolvimento de wasi para SARE0V-2 € que as @ulas T produzem

INF-2, poisessa citocina auxilia no controle de patégenos intracetil@orroboando as
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resultads encontrados nessetedo, os epitopos selecionados podem séros potencids
paraavaliacdada imunidadeima vez que imunizagdo em conjunto com BCG refecideia
deprotecacassociado as célulasdE meméia.

Niveis e articorpos bG, 1gG1 e IgGZ foram vistos no soro & amunengos
imunizados J& foi demonstrado queo sanguede camurdongos vacinados cofBCG e a
combinacao de umforma trimérica dantigenode pico do SARSCoV-2 potenciadlkzou no
aumentode anticorposlgG especificos (COUNOUPAS et al, 2021) e isso pode estar
relacionado a uma resposta umoral especifca do tipo Thl em particular tendo papel
fundamentha infec;6es por virugVISCIANO et al., 2012 DEL FRESNOet al, 202)
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9 CONCLUSAO

A abadagemin slico foi promissorano desenvolimento de candatos vamais
potencialmate imunogéitoscontrao virus SARSCoV-2.

Células da imunidade inataofam cgpazs de ser treinads com os peptideos em
combinacédo com BC@esecadeadoem umarespata eficientee segura

Portanto,a imunzacdo demastrou umarespostasobre esseantigeos semlo esses
epitopos imunoestimulatérigdausivés de seem candiditos vacinas no desenvolimenip de
vacinasutilizando avacinologiareversaa fim de candicatosque sejamsegups e efiazesna

protec® contra ovirus SARSCoV-2.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The short time between thefirst cases of COVID19 and the declaration ofa pandemic initiated the search for ways
COVID19 to stop the spreadof SARSCoV:2. There are great expectations regarding the development of effective vaccines
New coronavirus that protect against all variants, and in the search forit, we hypothesized the obtention of a predicted rational
Reversevacdnology immunogenic peptide from structural componentsof SARSCo\2 might help the vaccine research di- rection. In
SARSCoV2 the search for a candidate of an immunogenic peptide of the SARSCoV2 envelope (E), membrane(M),

nucleocapsid (N), or spike (S) proteins, we accessthe predicted sequencesof each protein after the genome
sequenced worldwide. We obtained the consensus aminoacid sequences ofabout 14,441 sequences of each protein
of each continent and the worldwide consensus sequence. For epitope identification and characterization from
each consensus structural protein related to MHGI or MHGII interaction and B-cell receptor recognition,we
used the IEDBreaching 68 epitopes to E, 174to M, 245 to N, and 83 to Sproteins. To selectan epitope with the
highest probability of binding to the MHC or BCR,all epitopes of each consensus sequence were aligned. The
curation indicated 1, 4, 8, and21 selected epiopes for E, M, N, andS proteins, respectively. Those epitopes were
tested in silico for antigenicity obtaining 16 antigenic epitopes. Physicochemical properties and allergenicity
evaluation of the obtained epitopeswvere done. Ranking the reslis, we obtained one epitope of eacth protein except
for the Sprotein that presented two epitopes after the selection. To check the3D position of each selectedepitope
in the protein structure, we used molecular homology modeling. Afterward, each selectedepitope was evaluated
by molecular docking to reference MHGI| or MHGII allelic protein sequencesTakentogether,the

results obtained in this study showed a rational seach for a putative immunogenic peptide of SARSCo\2
structural proteins that can improve vaccine development using in silico approaches. The epitopes selected
represent the most conserved sequence of new coronavirus and may be used in a variety of vacdaeelopment
strategies since they are also presented in the described variants of SARSCo\2.

1. Introduction Organization [1,2]. Sevencoronaviruses capable of infecting humans
are known, three of which ae potential causes of serious diseses:
1.1. SARSCoV-2 and COVID-19 MERSCoV, SARSCoV,and SARSCo\t2; meanwhile, 229E, NL63,

HKU1, and OC43are linked to mild symptoms not related to compli-
Coming from a large family of singlestranded RNA viruses, SARS cations [3]. Due to he higher transmissibility and faster spread of SARS
CoVe2 is a polyadenylatel, positive-sense virus that is responsible for ~ C0¥2, the WHO anounced the pandemic status in February 2020 [1].
the worsening of the severe acute repiratory syndrome, elevating the 1 he coronavirus disease 2a9 (COVID19) causes a variety of symptoms
outbreak that began in December 2019 in Wuhan, China, to the from mild to severe cases characterized by pneumonia with a pro-
pandemic status declared on March 11, 2020, by the World Health inflammatory cytokine storm or extrapulmonary responsesto virus
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2.

leading to systemic effects as vasculitis and subsequently inducing
thrombosis [4].

1.2. Searchfor COVID-19 treatment and vaccines

Until now, about 8,000 clinical trials are in progress for COVI9,
including the developmentof new drugs or drugrepositioning and vaccine
development. However, despite the great efforts of scientists arounche
world, there is still no fully efficient treatment for COVID19 [5]. An
effective strategy for the control and prevent the new corona- virus spread
isthe useof vaccinesasperceivedwith the decreasein the number of cases
in countries with high rates of vaccinated peoplé6]. Although there are
different approaches to obtain a vaccine to SARSo\,2, it is important to
explore the structural proteins of the virus since theyare fundamental to
directly interacting with the host and may be the source of specific
immunogenic components againstit [7].

1.3. Immunoinformaticand COVID-19 vaccine developmebased on
SARSCoV-2 structural proteins

With the advert of immunoinformatic s where the bioinformatics have
helped a quick way to develop epitope-based vaccinesin silico as a
preliminary study for the in vivo validation study [8]. Sohail and col
leagues [9] proposed this strategy to identify in silico T cell epitope
identificati on for SARSCoV-2. Sincethe ideal immune responseagainstthe
new coronavirus should include an efficientantiviral innate immu- nity
and a robust, specific cellular and humoral adaptativeersponse agaist
this virus [10] it is necesary to identify possible immunogenic epitopes
based on the different SARSCo\‘2 genomes present in the DNA
repositories. SARSCoOV-2 expresses 29 proteins, four of which are
structural proteins: envelope protein (E), membraneglycoprotein (M),
nucleocapsidphosphoprotein (N), and surface dycoprotein (S). They are
closely associated with host interaction during the infection, whichmakes
them important targets to be recognized by the immune systenmill].
Amongthe structural proteins,the Sprotein is usedasthe most important
to host recogition due to its presence around the virion, and it might be
the best target for neutralizing antibodies. However, the SARSCo\t2
variants described during the pandemic are mosgl basedon dfferences
in amino acids in the primary sequences ofthe S proten, decreasingthe
capacity of neutralizing antibodies. In addition, re-
searchershave observedinteresting mechanisms of the new coronavirus
to induce filopodia in the infected cells, which can augment the spread
of the virus [12]. Therefore, a robust and efficient cellular immune
response should be triggered by epitopéased vaccines that can indee
elimination of the focus of infection using T cell activatiordependent
mechanisns [13,14]. In order to obtain a rationally selected, specific
immunogenic epitope from SARSCo0\ 2 structural proteins that sur-
passes the possible issues associated withe virus variants or only one
type of adaptive immune response, we identified a coesisus sequeneof
the four structural proteins with a high possibiity to elicit T and B cell
responses against this virus. We used different established immu-
noinformatic approachesand structural analysisto identify the position of
eachselectedepitope in the consensus3D structure modeled by usfor the
structural proteins of SARS-Co\-2.

Methods
2.1. Obtaining SARSCoV-2 putativestructural protein consensussequences

Themethods followed the pipeline presented in SupplementaryFig.
1, showing the mainimmunoinformatic and molecular modeling and
docking establishedtools usedin this manuscript. The protein se- quences
for SARSCo\f2 were obtained from the National Center oBiotechnology
Information (NCBI) database. The specific database for SarsCo\‘2,
present on the website in the ANCBI Virus6tab, wasused by
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means d the following identification: dtaxid: 26970496 (https:// www.
nchbi.nim.nih.gov/ labs/ virus/ vss/ #/ virus?SeyType_s Pro-

tein& Vir usLineage_$=SARSCoV-2 % 20taxid: 2697049). All sequences

of the envelope protein (E), membrane glycoprotein (M), nucleocapsid
phosphoprotein (N), and surface glycoprotein (S) from all continents
present on the site were downloaded in FASTAformat. The Jalview
software (https:// www.jalview.org/) was used toobtain the consensus
sequences for each region and the global consensus sequence for each of
the four target proteins [15].

2.2. Epitopesidentification

For all epitope predictions of the targe proteins, we used the alge
rithms of the Immune Epitope Databae and Analgis Resource (IEDB;
https:// www.iedb.org/), of which only the methods were changed for
the selection of each prediction.

2.3. MHC-I or MHC-II and B-cell receptorepitopespredidion

The NetMHCpan EL 4.1 sefer (http://tools.iedb.org/mhci/) was used
and the option o obtain epitopes that interact with the 27 refer- ence
alleles of MHG [16] that simulate a greater coverageof the global
population, among 97% and 99% and IC50 < 500nM [17] in sequence
the cutoff of 1% of the total amount of eachtarget structure was used;all
options were recommended by the IEDB platform itself [18,19]. The
dEDBrecommended2.226 method (http:/ /t ools.iedb.org/mhcii/ ) was
used, which consistsof the consensususe of the NN-align [20], SMM-
align [21], ConbLib [22], and Sturniolo [23] methods,to obtain the best
possible result for a given protein, as recommended by the IEDB. The
combination of the 27 MHCII allelesrecommendedfor the world -wide
coverage of thepopulation was alsoused [24], for the cutoff, the
epitopes that fit into two observations,including a consensus percentile
threshold rank < 20.0andinteracting with more than 50% of the selected
alleles [25], were selected.The BepiPred Linear Epitope Pre- diction 2.0
server (http://tools.iedb.org/bcell/ ) was usedto obtain B cell interaction

epitopes, based on a system of machine learning algo-
rithms called Random Forest that classifiesthe amino acid sequencesof

the target proteins from simulations in crystallized proteins and amino
acidsnot consideredepitopes. A standard cutoff threshold of 0.5 was used
to obtain promiscuous epitopes [26].

2.4. Alignmentand determinationof worldwide consensugpitopes

All epitopes found from eah gructural protein that interacts with B-
cell receptors MHGI and MHCII were aligned using the MultiAlign
server (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ ; [27] in addition to a
manual alignment for comparison and greater precision. From the
alignment, the epitopeswith the highest repetition rate per region with
an establishedsize of 15 amino acidswere selected.The selectionof the
most promiscuous 15 amino acids epitope was basedchahe peptide
length able to fit in the MHC groves with best affinity for interactio,
stability , and specificity to SARSCo\£2 proteins.

2.5. Transmemlane epitopesidentification

All regions of epitopes that were within the transmembrane regions
of the SARSCo\,2 structural proteins were removed in suchaway the
SOSUI server was usednh{tp://harrie r.nagahamai-bio.ac.jp /sosui/
sosuisubmit.html) [28], which identifies the transmembrane regions
present in the proteins. It is worth mentioning that the nucleocapsid
phosphoprotein is a canpletely soluble protein with no transmembrane
regions.
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2.6. Selectd eptopesantigenicity, allergenicity, putativeN-glycan sitesand
physicaland chemicalpropertiestest

For the antigericity test, the VaxiJen 2.0 serverh(tp://www.ddg -ph
armfac.net/vaxijen/VaxiJen/ VaxiJen.html), with 89%accuracy, was
usedwith the 0.5 and gprobable antigen6 cutoff [29] . For the allerge-
nicity test, the server AlgPred2.0,an update version of tAlgPred: Pre-
diction of Allergenic Proteins and Mapping of IgE Epitopes(http://c
rdd.osdd.net/raghava/algpred/), with sersitivity of 93.1%,0f 95.36%
specificity and 94.26%accuracy was usedwith the hybrid methodthat
consists d using the following five tools available on the server: SVMc,
IgE, epitope, ARPSBLAST, and MAST30]. The Putaive N-glycan sites
were determined using the NetNGlyc 1.0 Server(tp://www.cbs.dtu.
dk/ services/NetNGyc), 76% accuracy [31]. For the physical and
chemical properties test, the Expasy server& ProtPaam tool (http
s:/lweb.expasy.org/protpara m/') wasusedwith acutoff of 40 forstructure
stability values|[32].

2.7. SARSCo\V-2 structural proteins modeling

For the molecular modeling of SARSCo\2 envelope protein,
membrane glycoprotein, nucleocapsid phosphoprotein, and surface
glycoprotein membrane glycoprotein, the script AlphaFold v2.0 [33]
(https://github.com/deepmind/alphafold ) was used to predict the
conformation of the proteins with an extremely high level of accuracy
(>95%). Multiple databases as UniR®0 [34], MGnify [35], BFD[36],
Uniclust30[37],PDB70and PDBJ[38] were usedto homology modeling
the structural proteins.

2.8. Refinemenbf humanleukacyte antigen (HLA) and selectedepitopes
from structural proteindrom SARSCoV-2 for moleculardocking

Receptor proteins for the dockng processwere selected from the 27
interaction alleles made available by the IEDB, and then a search was
carried out on the PDBdatabasefor all theseallelesto perform molec- ular
docking. All proteins, both receptor (HLA and ligands (Epitopes), were
subjectedto apreparation, in which hydrogensabsentfrom the structures
were added, the waters presentn the .pdb files were deleted, the protein
was scanned using the script complete_pdh Py from the MODELLER
software in order to find missing atoms, ad the grid boxin the active site
of the structure was defined [39].

2.9. HLA and selected epitopes from stiw@l proteinsfrom SARSCoV-2
docking

To carry out the dockings, the proteirpeptide method was defined,
which consigs of determining the receptor protein as a rigid structure
with somesmall conformations of the side chainsasflexible andtheligand-
protein as a fexible structure. For that, we used the MDockPep servers
(https://zoug rouptoolkit. missouri.edu/mdockpep/i ndex.html;

[40] XUXetal.,2018) and ClusPro (https://cluspro.org/help.php ) [41].

Table 1
Rational selection of consensusstructural proteins epitopes of SARSCoV-2.

3.

In addition, the AutoDockVina software was usedwith the intention of
obtaining a greater range of results and thus havingagreater precision
of results[42]. LigPlot [43] and Pymol [44] were used to determine the
epitope-MHC interaction in 2D and 3D diagrams,respectively.

Results

3.1. SARSCo\+2 structurd proteinsconsensusequencdrom different
depositedgenomesn a database.

From the NCBI database, we analyzed 53,765 putative SAR&W2
structural proteins from translated, deposied genomes (able 1), rep-
resenting sequences from sicontinents. Nath America is the continent
with the higheg number of obtained SARSCo\2 genome sequences with
a total of 41,112 sequences (10,278 per protein). Asigresents 4,784
sequences (1,196 per protein), followed by Oceania with 5,672sequences
(1,418 per protein), Europewith 1,644 sequenceg411 per protein), Africa
with 428 sequenceq107 per protein), andfinally SouthAmericawith 124
sequences(31 per proteins). After obtaining all se- quences from all
continents, the process of obtaining consensus sguences was carred
out. In addition to the respedive conservation values, in which a
consensus sequence of each protein per continent was obtained (Supp.
4), we identified global consersus sequences fom each new coronavirus
structural protein to be usedas targets in obtaining putative epitopes.

3.2. Putative immunogeniepitopes franthe consensus sequence of SARS
CoV-2 structural proteinsare describedo interactwith MHC-I, andthe
S protein containsa higher numberof epitopes

According to Table 1, the higher number of epitopes from structural
proteins from SARSCo\2 interact more with MHGI and less with Bcell
receptors. Since the surface glycoprotein is considered the highest
immunogeric protein of SARSCo\2 and the bigger structural protein
from this virus, the majority of putative epitopeswere found in this protein
(773 putative epitopes). On the other hand, the envelope protein with 75
amino acids presented only 8 putative eptopes in this sequence. All
results are presented inTable 1, and theywere obtained using the IEDB
software performing a projection of 98,55% of popula-

tion coverage according todPopulation Coverage Calculation Resut
tool.

3.3. Rationalselection of putaive immunogeni@pitopesfrom SARSCoV-2
structural proteins indicateat least o candidate epitope ieach
protein

To obtain the best candidates of putative immunogenic epitopes from
each SAR€0V2 structural protein, the obtained epitopes were aligned,
and the linear amino acidssequenceperforming about 15 amino acidsthat
presenting repeating was seleted. Futhermore, epitopes pesented in
the transmembrane anchoring site were excluded since they present

Africa Asia Europe North America Oceania South America Total
Genomes 428 4,784 1,644 41,112 5,672 124 53,764
Epitopes from con sensus stru ctural pr oteins of SARSCoV-2
Envelope Membrane Nucleocapsi Surface
B-cell receptor 2 6 11 33
MHC 36 116 222 625
MHCHI 30 52 12 115
Rational se e ction of the best epitopes
Envelope Membrane Nucleocapsi Surface
Mult align 1 4 8 21
Vaxijen 1 3 3 9
ProtParam 1 1 2 6
Algpred 1 1 1 2
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hydrophobic characteristics that cause difficult interactions with the
amino acids present in the Mi&-I or MHGII grooves. Since the nucle
ocapsid phosphoprotein is a soluble protein, all repeated epitopes
identified in this protein were kept for the next evaluations. After those
selections,34 epitopeswere obtained,and they were in silico testedfor
antigenicity using the VaxiJen 2.0software, obtaining 16 antigenic
epitopes (Table 2). Physicodemical properties evaluation of the ob-
tained epitopes was based on molecular weight, isoelectric point,
structural formula, number of atoms, number of aminaacids, halflife,
structural stability, and n-glycan sites. At this point, 10 epitops were
selected. It is important to note that the epitope from envelope protein is
the only epitope that did not reachthe cutoff value for stability. To
overcome it, it was necessary b augment the selected epitope to 17
amino acids to make it stable butvith a n-glycan site. The epitopavas
subjected to the antigenigty evaluation again, yielding a score necessary
to be considered aputative immunogenic epitope.To increase the
confidence of using the selected epitopes in future in vitro and in vivo
evaluation, the allergenicity was tested using the AlgPred software with
the following five tools in the server: SVMc, IgEepitope, ARPs BLAST,
and MAST At this point, only five epitopeswere not allergenic.Ranking
the results, we obtained one epitope of ezh protein except for the S
protein that presented two epitopes dter selection (Table 1).

3.4. Positionidentification ofselectecputativeimmunogeni@pitopesn
SARSCoV-2 structural proteins after molecularmodelingby homology

To identify the position of selected ptative immunogenic eptopes in
the structural proteins from SARSCoV-2, we performed molecular
modeling for eachglobal consensusprotein. Sincethere is no informa- tion
about the 3D consensus protein in the PDB database, we used the
opensource script AphaFold v2.0 for the ewelope protein (E; Fig. 1A),
membraneglycoprotein (M; Fig.1B), nucleocapsidphosphoprotein (N; Fig.
1C), and surface glycoprotein (S;i§. 1D). The leded epitopes inserted
in the 3D structure that were identified for eachprotein are highlightedin
red in Fig. 1. The transmembranehelices areindicated in the models in
green.

3.5. Molecular docking between the selected putative immunogeitapes
in SARSCoV-2 structural proteins and MHCand MHGII showshigh
probabilities of interaction betweernthem

Although not all structures of MHGI and MHC1I were found in the
database(IEDB), we usedthe structure of 14 proteins of MHG allelesand
three of MHC-II alleles according to the underlined presentedn Table 3
The results demonstrated great energy of interaction based on two
differentonline servers and by AutoDockVina software. To repre- sentthe
molecular docking between the epitopeandthe MHGI and MHG I alleles,
we chosethe interaction with the highest power of interaction indicted by
the servers and the software. The bestinteraction

Table 2
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between the envelope protein (E) and MHEZ was with the HLAB*1501
allele (Fig.s A and 2C) and MHGII with the HLA-DRB1*04:01 allele
(Fig.s B and2D). The points of cotact are denonstrated in the 3DFig.s
2A and 2B, and twentytwo hydrophobic interactions between the
epitope and MHG | are 2D representedin Fig. 2C.For epitope and MHG
Il interactions it was observed eighteen hydrogen bounds and twenty
eight hydrophobic interactions (Fig. 2D). For the membrane dycopro-
tein (M), we demonstrated the interaction between the HLAB*57:01
allele for MHGI (Fig.s A and 3C) and the HLADRB1*15:01 allele for
MHCI (Fig.s3Band 3D). The points of contactare demonstrated in the
3D Fig.s3A and 3B, and eight tydrogen bonds and thirty-five hydro-
phobic interactions between the epitope and MH@ are 2D represented in
Fig. 3C. For epitope and MHGII interactions it was observed six
hydrogen bounds and thirty-two hydrophobic interactions (Fig. 3D).
Theepitope presentin the nucleocapsidphosphoprotein (N) wasdock- ing
with the HLA-B*35:01 allele for MHGI (Fig.s 4A and 4C) and HLA
DRB1*04:01allelefor MHGII (Fig.s4Band 4D). The 3D diagram shows
the points of contact inFigs 4A and 4B. Seven hydrogen boundsind
twenty-siX hydrophobic interactions beween the selected epitope and
MHG are represented in theFig. 4C, while ten hydrogen boundsand
thirty -seven hydrophobic interactions between the selected epitope and
MHGII are represental in the Fig. 4D. The sirface glcoprotein (S)
presented two epitopes, and the results of the interaction are demon
strated in Fig.s5 and 6. For epitope 1, we demonstrated the interaction
between the MHGCI allele HLAA*02:03 (Fig.s A and 5C), with twelve
hydrogen bounds and wenty-four hydrophobic interactions between the
epitope 1 and MHGI (Fig. 5C). The interaction between the epitopel
and MHGHI allele HLA-DRBL*04:01 showed nine hydrogen bounds and
twenty -nine hydrophobic interactions (Fig. D). Forepitope 2 from the S
protein demonstrated the interaction betweenthe allele HLA- B*35:01
(Fig.s A and6C) and allele HLADRB1*15:01 (Fig.s @8 and 6D) with
MHGI and MHGII, respectively. The points of contact are
demonstrated in the 3DFig.s6A and6B, and nine hydrogen bondsand
twenty-nine hydrophobic interactions between the epitope 2 and MHE&
(Fig. &C). For epitope 2 and MH4I interactions it was observedeight
hydrogen bounds and twenty-seven hydrophobic interactions (Fig. 6D).

Discussion

4.1. Shorttime to find putativénmunogenicepitopesto COVID-19vaccine
devebpmentby immunoinformatic

The urgency of an effective vaccine against emerging and rapidly
transmitting pathogens, such as the new coronavirus, is a reality. The
WHO report, afer a year am a half of the COVIEL9 pandemic status,
that there are more than 284 vaccinesin developmert, 100 of which are in
clinical studies in different phases, nine are in phase Ill already
published,two of messengeRNAtechnology (Pfizer, Moderna), four of
viral vectors (AstraZene@, Gamaleg/a, JansenCanSino) one of

Antigenicity, allergenicity, and physical-chemical properties of selected epitopes from consensusstructural proteins epitopes of SARSCoV-2.

Envelope Membrane Nucleocapsid Surface 1 Surface 2

Sequence LVKPSFYVYSRKNLNS TVATSRTLSYYKLGA MEVTPSGWLTYTGA IAIPTNFTISVTTEI ALQIPFAMQMAYRFN
Antigenicity 0,6582 0,7300 0,7886 0,7719 1,0112
MW 2014,36 1630,86 1613,80 1619,88 1801,15
PI 10,00 9,70 4,00 4,00 8,79
Stability 38,99 19,08 -7,92 7,39 33,91
Half-life 55h 7.2h 30h 20 h 4,4h

Reticulocyte s
Half-life 3 min >20h >20 30 min >20h

Yeast
Half-life 2 min >10h >10h >10h >10h

E. coli
IgE epitope No No No No No
Allergenicity No No No No No
n-glycan site Yes No No Yes No




Fig. 1. Position identific ation of selected epitopes in consensus 3D structural

- Epitope

. - Transmembrane

proteins from SARSCoV-2. Molecular modeling by homology for the envelope

protein (A), membrane glycoprotein (B), nucleocapsid phosphoprotein (C), and surface glycoprotein (D). The molecular modeling of the proteins was based on
homology using AlphaFoldv2.0 scrip. The selected epitopes arehighlighted in red, and the transmembrane helices are indicated in the models in green.

recombinant protein (Novavax), and two using an inactivated virus
(Sinopharm). Here we usedin silico approaches to obtain epitopes from
structural proteins from SARSCoM2 to reach, in a short period 6time, a
spedfic immunogenic peptide able to be used as a safe peptiti@sed
vaccine. Currently, numerous projects fo the development of effective
vaccines hae been carried out, and somef these vaccines are already
commercially available for humans [45]. However, traditional vaccine
production techniqueshave somedisadvantageswhich canbe over- come
by using compuational approaches[46]. In aldition, recent ad- vances in
bioinformati cs have provided a variety of tools and servers capable of
reducing the cost and time of advancing the traditional vaccine [5].
Immunoinformatics approachescanbe usedto analyzepathogenantigens,
predict their epitopes, andassesstheir immunoge- nicity [5] . Furthermore,
reverse vaccinology, epitope prediction, struetural vaccinology, rational
approaches, and molecular docking are of great use in designing a
potential vaccine against COVID19 [46].

4.2. Globalcongnsusaminoacd sequencand modelingof SARSCoV-2
structural proteins

Therefore, in this work, bioinformatics techniqueswere used to reach
a consensus amino acid sequence from the foutrgctural proteins of
SARSCo\2 using the squences of genomes eposited inthe data- base
from different regions of the world following obtaining a globalconsensus
sequerce. The strategy to obtain a consensus sequence of eachprotein
may decrease the possbility of observing variants, but it

increases the possibility to define the conserved amino acid sequences
from those proteins on available genomes around the world. Her we
were able to define the three-dimensional structure of the consensus
proteins and identify their secondary structures using molecular modeling
and artifici al intelligence data. Furthermore, the immu- noinformatics
approaches may direct in a rationalway the identification of putative
immunogenic epitopes to design an epitope-based vaccine to control
SARSCoV2 [47].

4.3. Rationalselectionof putative immunogerd epitopesfrom global
consensu$ARSCoV-2 structural protein

We also demonstrated that sequetially using rational in silico tech-
niques, based on well-established bioinformatic tools, made it was
possibleto selectthe bestepitope ableto interact with the B-cell re- ceptor,
which may stimulate a specificadaptative humoral response,or MHGI| and
MHGCII alleles which may stimulate a cellular adaptative immune
response basedon TCD8 or TCD4 activation, respectvely. The best
example is the search for epitoﬁes in the+sequence of the surface
glycoprotein (S). There are abouf770 epitopes in the protein S, but with
our sequence of analysis, only two potentia¢pitopes are selected in this
protein. S gycoprotein, also caled spike, isone of the main proteins for
therapeutic and vaccine targets, in addition to being one of the most
important proteins to study, as it is responsible for the SARG0\}2 virus
infecting host cells. It hasa structur e with covalently linked carbohy- drate
molecules that are N-glycansand is extremely glycosylated. This
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Table 3

Molecular docking between selected epitopes of SARSCoV 2 consensusstructural proteins and HLAs.

Epitop e Alelle ClusPro MdockPep AutoDock Vina
Center Lowest Energy
MHCH Envelope HLA-A*0203 -842,2 -842,2 -266,03 -7,1
HLA-B*0801 -636,7 -963,7 -239,0 -7,3
HLA-B*1501 -635,5 -791,4 -261,9 -7,4
HLA-B*3501 -679,4 -923,0 -273,9 -6,4
HLA-A*0206 -749,8 -749,8 -270,2 -5,7
Membrane HLA-B*5701 -655,0 -850,3 -230,4 -8
HLA-B*350 1 -693,9 -833,7 -221,1 -7,3
HLA-B*5801 -578,8 -689,7 -220,4 -7,4
HLA-A*0301 -731,9 -731,9 -223,6 -7,0
HLA-A*0206 -809,0 -809,6 -247,7 -6,5
Nucleocapsid HLA-B*3501 -711,2 -911,1 -203,6 -7,8
HLA-B*4403 -681,4 -833,6 -204,3 -7,4
Surface 1 HLA-A*0203 -792,0 -931,7 -187,7 -8,3
HLA-B*5101 -796,5 -1112,8 -185,4 -7,9
HLA-B*3501 -792,4 -843,8 -187,8 -8,3
HLA-B*5701 -762 -914,2 -213,7 -7,7
HLA-B*5801 -787,9 -905,3 -210,3 -7,2
Surface 2 HLA-B*3501 -794,6 -1044,9 -234,9 -7,9
HLA-A*2402 -664,7 -789,9 -229,3 -7,8
HLA-B*5801 -730,5 -982,8 -264,4 -7,0
HLA-A*0206 -754,5 -949,9 -255,2 71
HLA-B*1501 -752.,5 -1016,6 -242.4 -6,6
Envelope HLA-DRB1*04:01 -695,2 -806,9 -275,3 7.2
MHCI HLA-DRB1*15:01 -847,4 -911,3 -273,2 -6,9
HLA-DRB1*01:01 -788,7 -917,0 -276,5 -5,8
Membrane HLA-DRB1*04:01 -743,9 -747,3 -228,1 -6,6
HLA-DRB1*15:01 -814,2 -814,2 -219,9 -6,3
HLA-DRB1*01:01 -762,1 -762,1 -230,2 -7,0
Nucleocapsid HLA-DRB1*04:01 -697,9 -809,8 -226,4 -8,2
HLA-DRB1*15:01 -723,0 -858,8 -240,5 -6,5
HLA-DRB1*01:01 -660,5 -751,0 -214,5 -6,3
Surface 1 HLA-DRB1*04:01 -722,0 -844,1 -200,8 -7,2
HLA-DRB1*15:01 -784,1 -857,2 -209,0 -6,7
HLA-DRB1*01:01 -729,1 -827,8 -201,4 -7,1
Surface 2 HLA-DRB1*04:01 -770,7 -806,3 -252,1 -7,7
HLA-DRB1*15:01 -797,3 -996,6 -263,6 -7,7
HLA-DRB1*01:01 -766,7 -888,1 -258,6 -7,4

glycosylation plays a very impeotant role in the interaction of this pro-
tein with the ACE2 receptor because watemolecules @n disrupt the
interaction of the S protein with this receptor. These glycans, like car
bohydrates,are quite polar, andin addition to stabilizing this molecule,
they work by capturing water molecules on the surface of S glycoprotein
as well as capturingwater molecules on thesurface of ACE2, favoring its
interaction with the receptor [48]. However, the S protein is where most
variations are found between strains, favoring the evasionof the virus by
the host® immune system [49,50]. Based on knowledge of how the
infection ocaurs, which residues are respomible, and which atoms are
involved, we can infer the impact of these mutations on the proteis
activity.

4.4. Theconcernsabou the SARSCoV-2 newvariants during vaccine
development

Virusesmutate constantly, but just afew key mutations canaffectin
some way, makirg a variant more virulent or more lethal, and it depends
a lot on where this mutation occurs[51]. One of thetwo selected ept
topesin this work is not presentedin the described variants, while the
other, epitope 1, is elated to a variant T716l and cortains a nglycan site
(Fig.7). If amutation with changesin the amino acid sequenceoccurred in
the same r@gion of a selected epitope, there would be a loss of effi
ciencyof the same,or evenalossof functionality of the immune system
to efficiently recognize the pathogen. The-glycan site may worse the
antibody interaction to neutralize the virus. However, it is not
hampering the cellular responseagainstthe infection. Amongthe vari-
ants described the ons that caise the most concerns related to changes
in the amino acid sequenceof the Sglycoprotein. The USDepartment of

Health and Human Services HHS) created the SarsCo\¢2 Interagency
Group (SIG), formed by the largest agencies for Disease Control and
Prevertion (CDC).The GISis responsibk for defining the classification
of the new coronavirus mutations, observing thecharacteristics that a
given mutation can generate; these three groups are the variant of 4in
terest (VOI), wariant of concern (VOC) and vaiant of high consequace
(VOHC).For a mutation to qualify for the VOI classification, it must have
at least one ofthe characteistics, suchas gecific genetic markers, that
lead the virus to increase its degre of transmission or change the esape
mechanism to the immune sytem or any evidence to prove that it is
responsible by anexpansionof contamination. Currently, sevenstrains fall
into this category, and they are lotgUnited States),B.1.526.1 (United
Sates), Eta (Nigeria/United Kingdom), B.1.617 (India), Kappa(India),
B.1.617.3 (India), and Zeta (Brazil).To define a mutation as VOGt must
have, in addition to the atrib utes mentioned for VOI, any evidence that
proves increased disease severity, impact on vaccies, treatments,
diagnoses, inceased transmissibility, and redued vaccine effect among
others. Currently, sevenstrains are presentin this category: Alpha (United
Kingdom), Ganma (Japan/Brazil), Delta (India), Beta (South Africa),
Epsilon (B.1.427 and B.1.429; United States),and Omi-

cron (South Africa). And finally, for a mutation to be characterized as
VOHC, in addition to having all the characteristics m¢ioned for VOC it
must have an impact on medical countermeasures (MCM), evidenoé a
drastic reduction in the effectof vaccires, and an increasen hospitali-
zations with worsening clinical conditions; however, to date, no muta
tions fall into this category [52]. It is noteworthy that the variant VOC
B.1.351 from South Africa wasHhe object of a study for researcherst the
Faculty of Medicine of S8o Paulo (FM-USP) in which the 417N mutation
responsible for replacing the amino acid lysine with asparagne is
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Fig. 2 Interaction between the selecte d epitope from the consensus se quence of the SARSCoV-2 envelope protein and MHC| and MHC-II alleles. The beg
interaction evaluated by molecular docking between the envelope protein epitope and the MHGI allele HLA-B*1501(A and C) and MHGII allele HLA-DRB1*04:01 (B
and D). The points of contact are demonstrated in A and B in red, and the points of interaction between the epitope and MHC molecules are 2D represented in C and
D, respectively.

ASnG6(A)

Ty 74A)

[ Asn77A)

e

“1,Asn66(A)

e

Fig. 3. Interactio n between the selected epitope from the consensus sequence of the SARSCoV-2 membrane glycoprotein and MHC-I and MHCI alleles.
The best ineraction evduated by molecular docking between the membrane glycoprotein epitope and the MHGQGillele HLAB*57:01 (A and C),and MHGII allele HLA-
DRB1*15:0L (B and D). The points of contact are demonstrated in A and B in red, and the points of interaction between the epitope and MHC molecules are 2D
represented in C and D, respectively.
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Fig. 4. Interact ion between the selected epitope from the consensus sequence of the SARSCoV-2 nucleocapsid phosphoprotein and MHC-I and MHC-II alleles.
The best nteraction evaluated by molecular docking betweenthe nucleocapsid phosphoproteirepitope and the MHGI allele HLA-B*35:01 (A and C),and MHE
Il allele HLA-DRB1*04:01 (B and D). The points of contact are demonstrated in A and B in red, and the points of interaction between the epitope and MHC molecules
are 2D represented in Cand D, respectively.

Fig. 5. Interaction between the selected epitope 1 from the SARSCoV-2 surface glycoprotein consensus sequence and MHC-1 and MHC-II alleles. The best
interaction evaluated by molecular docking between the surface glycoprotein epitope 1 and the MHGI allele HLA-A*02:03 (A and C) and MHGII allele HLA- DRB1*04:01
(B and D). The points of contact are demonstrated in A and B in red in red, and the points of interaction between the epitope and MHC moleculesare 2D
represented in Cand D, respectively.

responsible for glycolysis of proteins making an escgpe mechanismfor the signal regarding transmission, lethality, and resistarce to avaiable
virus, changingits conformation [53] . Currently, the new Indian variant, B. vaccines p4,55]. Using theapproaches indicated in this vork, peptide-
1617, of the new coronavirus raisesthe concernand warning basedvaccinesfacilitate the handling of variants.
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