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RESUMO

O Papilomavirus Humano provoca lesdes pré-cancerosas no epitélio cervical,
podendo evoluir para um cancer cervical, considerado o quarto tipo de cancer mais
comum entre mulheres mundialmente. Embora existam vacinas profilaticas
disponiveis no Sistema Unico de Salde (SUS), a eficacia foi comprovada apenas em
guem ainda nédo havia sido exposto ao virus. O uso de vacinas com as oncoproteinas
E6 e E7 ja se mostrou promissor na reducéo das lesdes causadas por HPV. Baseado
em vacinologia reversa, identificou e selecionou epitopos das proteinas E6 e E7 de
HPV16 e HPV18, capazes de ativar as células CD4 e CD8. Usando a abordagem
imunoinformatica, as sequéncias de aminoacidos foram selecionadas de um banco
de dados, e a identificacdo de epitopos foi realizada com base na afinidade de ligacao
ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) Il e MHC |. Esses epitopos
foram filtrados por ferramentas que avaliam antigenicidade, alergenicidade,
toxicidade e afinidade entre complexo e receptor da célula T. Linkers foram anexados
a cada peptideo para clivagem e cada um foi analisado usando docking
computacional (CD) para avaliar a energia de ligacdo. Os que se engquadraram nos
parametros favoraveis foram avaliados em conservacé@o e cobertura populacional.
Utilizando as ferramentas imunoinformaticas, selecionamos seis epitopos de E6
e quatro epitopos E7 do HPV16, quatro epitopos E6 e sete epitopos E7 do HPV18,
ambos com afinidade MHC Il. Para o MHC |, foram selecionados quatro epitopos E6
e dois epitopos E7 do HPV16, bem como trés epitopos E6 e dois epitopos E7 do
HPV18. O docking computacional encontrou as melhores energias de ligacdo entre o
Antigeno Leucocitario Humano (HLA) e os epitopos, ajudando no refinamento da
selecdo. Conservacao e cobertura populacional confirmaram o melhor conjunto de
epitopos. Ainda que as metodologias in silico possam prever as respostas citotoxicas
e das células T auxiliares, numerosos processos complexos estdo envolvidos na
resposta imunologica humana e, por isso, Sdo necessarios mais testes para confirmar
essas previsdes. Essa colecdo de epitopos selecionada pode resultar numa vacina
terapéutica de multiepitopos capaz de reduzir as lesGes pré-cancerosas e ajudar a
eliminacao da infeccao por HPV.

Palavras-chave: imunoinformatica, HPV, epitopos, vacina.



ABSTRACT

GONCALVES, R. V.; Identification of Human Papillomavirus 16 and 18 epitopes
activating CD4+ and CD8+ T cells candidates for therapeutic vaccine development, an
in silico approach. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

The Human Papillomavirus can induce precancerous lesions in the cervical
epithelium, which can evolve into cervical cancer, considered the world’s fourth most
common cancer among women. Although there are prophylactic vaccines available
on Sistema Unico de Salde (SUS), Brazil's public health-care system, the
effectiveness has been proven only in those not previously exposed to the virus. The
use of vaccines with the oncoproteins E6 and E7 has already been demonstrated.
Based on reverse vaccinology, this project intended to identify and select epitopes of
E6 and E7 HPV16 and HPV18 proteins capable of CD4 and CD8 cells activation.
Using immunoiformatic approach, the amino acids sequences were selected from a
data bank, and the epitopes identification, based on bind-affinity for the Major
Histocompatibility Complex (MHC) Il and MHC |, was realized. These epitopes were
filtered with immunoinformatic tools that measure antigenicity, allergenicity, toxicity,
and complex affinity to T cell receptors. A sequence of amino acids linkers was
attached to each peptide on the linkers' cleavage point, and each peptide was then
analyzed by computational docking (CD) for ligand energy evaluation. Those suited to
the CD expected parameters were measured for conservancy and population
coverage. Using the immunoinformatic tools, we selected 6 E6 epitopes and 4 E7
epitopes from HPV16 with MHCII affinity, 4 E6 epitopes, and 7 E7 epitopes from
HPV18. For MHCI, 4 E6 epitopes, and 2 E7 epitopes from HPV16, and 3 E6 epitopes
and 2 E7 epitopes from HPV18 were selected. The computational docking shows the
best energy ligation between HLA and the epitopes, helping in the selection
refinement. Conservancy and populational coverage confirmed the best set of
epitopes. Although in silico methodologies can make predictions of cytotoxic and
helper T cell response, a lot of complex processes are involved in human immunologic
response and more tests are needed to confirm predictions. Our expectation is to test
the epitopes selected to be used, in the future, in a therapeutic multi-epitopes vaccine
capable to reduce the precancerous lesions and help the elimination of HPV infection.

Keywords: immunoinfomatic, HPV, epitopes, vaccine
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1 INTRODUGCAO

1.1 PAPILOMAVIRUS HUMANO E PREVALENCIA DA INFECCAO

O Papilomavirus Humano (HPV) é um virus icosaédrico e ndo envelopado da
familia Papillomaviridae. Seu material genético € composto por dupla fita circular de
DNA, com 8 mil pares de bases e 60 nm de diametro (HARDEN; MUNGER, 2017). A
identificacdo dos tipos virais que compdem a familia dos Papilomavirus (PVs) é feita
a partir da homologia entre a ORF (Open Reading Frame) da proteina L1. Quando
identificada uma diferenca igual ou maior a 10% nesse gene o HPV é considerado de
um novo tipo. Uma diferenca entre 2% e 10% configura um novo subtipo. Uma
variante se apresenta quando a diferenca na homologia é de menos de 2% (DE
VILLIERS et al., 2004).

Figura 1. Arvore filogenética contendo 118 tipos de papilomavirus com base no gene da regi&o
L1. O semicirculo externo representa o género e o semicirculo interno refere-se a espécie do
papilomavirus.
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Fonte: adaptado de Villiers et al., 2004.
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Dentro da familia dos PVs, recebem destaque pela sua importancia médica e
capacidade de infeccdo em tecidos mucocutaneos humanos os virus do género
Alphapapillomaviruses (DOORBAR et al., 2012). Este género foi subdividido em
grupos com base na estimativa de risco e potencial oncogénico viral, sendo: 12 tipos
(6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, e CP6108) ndo-oncogénicos classificados
como baixo risco (BR) e que comumente causam displasia de baixo grau, verrugas
genitais e papilomatose respiratéria; 15 tipos (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68, 73, e 82) de alto risco (AR) com potencial oncogénico associado a lesGes
de alto grau e cancer; 3 tipos de provavel alto risco (26, 53 e 66) e 3 tipos de risco
indeterminado (34, 57 e 83) (MUNOZ et al., 2003).

Embora diferentes tipos de HPVs causem diferentes tipos de lesdo nos tecidos
epiteliais, estima-se que os HPVs de AR sdo os responsaveis por 35% dos canceres
penianos, 50% dos canceres vulvares, 60% dos canceres vaginais, 70% dos canceres
de orofaringe, 95% dos céanceres anais e mais de 99% dos canceres cervicais (CC)
(GRAHAM, 2017; HARDEN; MUNGER, 2017). Os tipos 16 e 18 sdo encontrados em
maior prevaléncia, representando, juntos, 50% das lesdes de alto grau, 70% dos CC
invasivos e 81,5% dos adenocarcinomas (SANJOSE et al., 2007).

A infeccao por HPV é altamente prevalente na populacdo sexualmente ativa,
sendo considerada pelo CDC (Center for Disease Control and Prevention) como a
infeccdo sexualmente transmissivel mais comum (ZUR HAUSEN, 2002; CDC, 2015).
E estimado que 80% das mulheres terdo contato com o virus pelo menos uma vez na
vida (DOORBAR et al., 2012). No Brasil, a prevaléncia de jovens entre 16 e 25 anos
infectados por HPV se mostrou maior que 50%, enquanto que em toda populacéo
com citologia normal a infec¢éo € encontrada em mais de 25% (COLPANI et al., 2020;
WENDLAND et al., 2020). Embora grande parte das infec¢des virais e, até mesmo,
das lesdes pré-cancerosas possam regredir espontaneamente (80-90% e 60%,
respectivamente), 4-10% dos casos poderdo se tornar persistentes e, se néao
detectados, possivelmente evoluir para CC (ZUR HAUSEN, 2002; GRAHAM, 2017;
BOSCH et al., 2013).

O cancer cervical é o quarto cancer mais comumente diagnosticado no mundo
e a quarta maior causa de mortes por cancer em mulheres. No ano de 2020, séo
estimados 604,000 novos casos na populacdo mundial e 342,000 mortes (SUNG et
al., 2021). A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) estima que na

auséncia de intervencdes de saude, 44.4 milhdes de casos de cancer cervical serdo
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diagnosticados até 2069, sendo que dois tercos se dardo em paises com baixo ou
médio IDH. A previsdo € de que o CC cresc¢a aproximadamente 460.000 mortes por
ano (BRISSON et al. 2020).

1.2 MECANISMO DE INFECCAO E FUNCOES PROTEICAS

O mecanismo de infeccdo do HPV esta diretamente ligado ao ciclo celular visto
gue suas células-alvo sdo as células-tronco intraepitelial, responsaveis pela
manutencao do tecido. Os virus infectam as células basais indiferenciadas entrando
em razao das micro lesdes existentes causadas por diversos fatores como relacdes
sexuais, alteracdo do pH vaginal, dentre outros, e se replicam a partir da diferenciacéo
em células filhas (HONG; LAIMINS, 2013). A area da juncdo escamo-colunar (JEC) é
particularmente suscetivel a infecgédo viral devido a sua camada Unica de células
cuboidais (HERFS et al., 2012).

O tempo para internalizacdo viral é estimado em 2-4h, sendo a principal
proteina do capsideo (do inglés late) L1 determinante para ligacao inicial. Nas células
gueratinosas, a via das proteoglicanas de heparan-sulfato (HSPG) € a mais conhecida
e estudada via primaria de ligacao. Essa glicosaminoglicana encontra-se expressa na
superficie das células e esta presente na matriz extracelular (SCHILLER; DAY;
KINES, 2010). O HPV inicia sua infeccao a célula hospedeira se ligando fortemente a
HSPG na membrana celular e com a HSPG presente na matriz celular, além de
interagir com receptores cognatos diversos, como 0s receptores de fatores de
crescimento, a6B4 integrina, entre outros, essenciais para o sucesso da infeccdo. A
ligacdo promove uma alteracdo na conformacdo do capsideo viral, que segundo
estudos de Bienkowska-Haba et al. (2009) é mediada por cliclofilina B e expde
proteina L2, permitindo sua clivagem na por¢cdo N-terminal (aa 17-36) por furinas
(OZBUN, 2019; GRAHAM, 2017).

O HPV é entéo internalizado assincronicamente por mecanismo de endocitose
similar a macropinocitose, sendo depositado em organelas acidas semelhantes a
endossomos classicos e posteriormente fundidas com endossomos iniciais
(SCHELHAAS et al.,, 2012; LIPOVSKY et al.,, 2017; SPODEN et al., 2013). A
maturagéo para endossomo tardio ocorre e o baixo pH resultante acarreta em um

processo de desnudamento de pelo menos parte da proteina de capsideo L1, sua
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dissociacdo bem como exposicao da proteina L2 e do genoma viral (SCHELHAAS et
al., 2012). A proteina menor do capsideo se associa a anexina 17 e forma um
complexo com o genoma viral que se torna capaz de escapar do endossomo celular
e seqguir pela rede trans-Golgi. Esse mecanismo encontra-se preservado entre
diferentes tipos de HPV, indicando ser um recurso essencial para a viruléncia. (DAY
et al., 2013; BERGANT; BANKS, 2013; BERGANT MARUSIC et al., 2012). A
fragmentacdo da membrana nuclear ocorrida durante a mitose celular permite a
entrada e insercédo desse complexo L2/DNA no nucleo celular (CALTON et al., 2017;
YEON et al., 2009).

Figura 2. Infecgdo intraepitelial por HPV. Apos a infeccdo, inicia-se a expresséo das proteinas da
regido “E” e a replicagdo do DNA epissomal (nucleo roxo) do virus na camada suprabasal. Na
camada superficial, 0 genoma viral, ainda na forma epissomal, é altamente replicado e ha a
expressdo da proteina E4 e das proteinas L1 e L2, responsaveis pela montagem e liberagédo da
particula viral, que inicia uma nova infec¢do. Durante a infecgdo persistente com HPV de alto risco
pode ocorrer a integragdo do genoma viral no DNA do hospedeiro (ndcleo em vermelho), que culmina
na ruptura do gene E2 e subsequente superexpressao das oncoproteinas E6 e E7, promovendo a
transformacédo da célula hospedeira e o desenvolvimento do cancer cervical.
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E a partir da entrada no nuicleo celular que o HPV se torna capaz de iniciar sua
amplificacdo gendmica, utilizando os recursos celulares para se replicar juntamente

com a célula basal infectada durante a fase S e mantendo até 200 copias epissomais
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de alta estabilidade (DOORBAR et al., 2015). Os genes sdo entdo nomeados de
acordo com a fase na qual eles se encontram mais abundantemente expressos.
Durante a fase inicial da infeccédo, o DNA viral se encontra na forma epissomal e os
genes da regidao “E” (early) possuem sua expressdo aumentada, devido sua
importancia na ativagédo da amplificacdo do genoma viral (HEBNER; LAIMINS, 2006).
A proteina E1 é ligante de DNA sitio-especifica e possui atividade helicase
dependente de ATP, ela catalisa o desenovelamento do DNA viral e se liga a
subunidades de DNA-polimerase alfa, recrutando a maquinaria celular para o sitio de
origem de replicagdo, tornando-a essencial para o inicio da sintese viral durante a
fase de laténcia, quando o promotor tardio ainda esta ativo (BERGVALL; MELENDY;
ARCHAMBAULT, 2013; HEBNER; LAIMINS, 2006). A proteina E2 é a principal
reguladora da transcricdo génica do HPV, ela recruta fatores celulares que podem
ativar ou reprimir a transcri¢ao viral, dependendo dos sitios de ligacdo e da funcéo de
cada fator celular associado. Ocasionalmente, com a integragdo do DNA viral ao
genoma celular o gene de E2 € rompido e a repressdo da sintese de proteinas
oncogénicas cessa, contribuindo no processo de malignizacédo celular (MCBRIDE,
2013). A proteina E4 se liga aos filamentos de citoqueratina rompendo sua estrutura
e, acredita-se, propiciando o escape dos virions produzidos. Além disso, juntamente
com outras proteinas ela é responsavel pela manutencdo do estagio G2 do ciclo
celular, dando ao virus a chance de se multiplicar mais facilmente (HARDEN;
MUNGER, 2017; NGUYEN; RAMIREZ-FORT; RADY, 2014). A E5 é uma pequena
proteina oncogénica, hidrofébica, transmembrana de passagem Unica, que pode ser
encontrada no reticulo endoplasmatico da célula infectada formando dimeros que
regulam positivamente receptores de crescimento celulares e alteram o ciclo de
mitose para favorecer a replicacdo celular. Ela também €& capaz de reduzir o
transporte do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | para a
superficie da célula e reter o complexo dentro do complexo de Golgi por acidificacao
e interacdo com as cadeias pesadas dos antigenos leucocitarios humanos (HLA)
(DIMAIO; PETTI, 2013; LAZARCZYK et al., 2008; ASHRAFI et al., 2006). As proteinas
E6 e E7 sdo as principais envolvidas no processo de malignizagéo celular e séo as
proteinas alvo deste trabalho.

Conforme as células filhas se dividem e sofrem a diferenciac@o resultante da acéo
das proteinas virais, a expressao de genes da regiao “L” (late) é ativada completando

a montagem do virion e sua liberacéo pela superficie epitelial. As proteinas L1 e L2
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sdo responsaveis por estruturar o capsideo viral, formado por 360 copias da proteina
L1 organizadas em 72 capsdmeros pentaméricos ao redor de uma proteina L2
(HARDEN; MUNGER, 2017; TYRING, 2000; MIDDLETON et al., 2003). Essa ¢ a fase
nao-produtiva, ou fase de laténcia, onde o genoma viral se mantém de forma
epissomal e a infeccdo pode se manter por décadas.

Na grande maioria das lesbes cervicais e tumores por HPV de alto risco ocorre a
fragmentacdo do DNA viral epissomal, rompendo ou deletando a regido da ORF de
E2, e permitindo a sua integracdo ao DNA celular. Qualquer parte do genoma pode
ser alvo dessa insercéo viral, mas o DNA dos HPVs tem sido encontrado com maior
frequéncia proximo a regides frageis de alta instabilidade [[IMAGEM DO WOODMAN]
(LONGWORTH; LAIMINS, 2004; THORLAND et al., 2003). O rompimento do gene de
E2, que codifica a proteina responsavel pela downregulation da expressdo de
proteinas oncogénicas, leva a superexpressdo das proteinas E6 e E7 e por
consequéncia a tumorigénese (NGUYEN; RAMIREZ-FORT; RADY, 2014).

Figura 3. Representacéo do rompimento do epissomo e integra¢gdo do genoma do HPV na célula
humana hospedeira.

LCR E6
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Integ’agao
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durante a integracio

Fonte: Adaptado de Asiaf et al. (2014)
1.3 PROTEINAS ALVO

1.3.1 Proteina E6

A proteina E6 possui uma massa molecular de 16,5 kDa, que consiste em 151
aminoacidos com dois dominios de ligacdo ao zinco, chamados “zinc fingers” (CXXC),
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responsaveis por ativar o processo transcricional do HPV. Devido a sua estrutura
complexa, repleta de a-hélices e B-folhas, a purificacdo e solubilidade da proteina na
forma nativa e estavel tem sido prejudicada, dificultando maiores estudos da proteina
(NOMINE et al., 2001).

Caracterizada como uma oncoproteina, sua expressdo acarreta
hiperproliferagéo, perda de diferenciagéo celular e formagéo de tumores. A interagéo
com diversas proteinas da célula epitelial a torna uma proteina multifuncional, capaz
de inibir sinalizacbes celulares, induzir anormalidades cromossomais e degradar
outras proteinas. Sua funcdo mais estudada é a degradacdo da proteina p53
(MOODY; LAIMINS, 2010; NARISAWA-SAITO; KIYONO, 2007).

Conhecido como um gene supressor de tumor, o p53 regula o crescimento
celular e a apoptose, induzindo o reparo do DNA quando h& pequenos danos ou
levando a morte da célula quando os danos sdo graves (NARISAWA-SAITO;
KIYONO, 2007). Em infeccbes por HPV AR, a proteina E6 leva a protedlise do p53
de modo dependente de ubiquitina. A degradacéo de p53 mediada por E6 requer a
proteina celular associada a E6 de 100 kDa (E6AP). E6AP e EG6 juntas proporcionam
atividade de proteina E3-ubiquitina ligase na transferéncia de ubiquitina para p53. A
formacao desse complexo resulta na ubiquitinizacdo da p53 e consequentemente sua
degradacéo pela via proteassomal. Desse modo, a replicacao viral € favorecida e, por
consequéncia, o acumulo de alteracbes cromossOGmicas contribuem para a
malignizagéo da célula (SCHEFFNER et al., 1993).

Outras interacdes da proteina E6 também tém se destacado como importantes
fatores na transformacéo celular. Dois exemplos disso séo as interacées com o gene
da telomerase e com as proteinas do dominio PDZ (NARISAWA-SAITO; KIYONO,
2007). A hTERT é uma enzima catalitica de transcriptase reversa que faz parte do
complexo enzimatico da telomerase. Normalmente, ela é expressa em células
germinativas especificas ou células-tronco em proliferacdo, devido a sua capacidade
de reconstituir a atividade desse complexo e suprimir a senescéncia celular. Porém,
sua expressao também acontece em células cancerosas. Nos casos de infeccéo por
HPV, a proteina E6 induz a transcricdo da hTERT e, consequentemente, a atividade
da telomerase. H& entdo a perpetuacdo do tamanho dos teldbmeros e a imortalizacdo
celular (LIU et al., 2009; NARISAWA-SAITO; KIYONO, 2007). Em contrapartida, a

interacdo de E6 com as proteinas com dominio PTZ promove a degradacao
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proteossomal das mesmas, causando a perda do contato célula-célula mediado pelas
juncdes comunicantes, alterando a polaridade celular, inibindo a sinalizacdo e
supressao tumoral (SPANOS et al., 2008).

1.3.2 Proteina E7

A proteina E7 possui 98 aminoacidos e trés regides conservadas localizadas
na porcao N-terminal, CR1, CR2 e CR3. A regido CR3 possui dominio similar ao “zinc
finger” da proteina E6. A regido CR2 contém um dominio LXCXE, também chamado
de “dominio de ligagdo da pRb” e uma regido primaria de fosforilagdo. Apesar da
regidao LXCXE ser importante na ligagcdo com a pRb (proteina do retinoblastoma), sédo
as sequéncias da regido CR1 que desempenham papel fundamental para a
degradacdao da proteina (SONGOCK; KIM & BODILY, 2017).

As proteinas E7 de HPVs de AR e BR parecem possuir diferencas funcionais
importantes, sendo as proteinas produzidas por HPVs AR capazes de induzir a
instabilidade genémica da célula hospedeira, pela desregulacédo da organizacdo dos
centrossomos durante a divisdo celular, e de se ligar com maior afinidade as pRb,
levando a sua degradacdo (DOORBAR et al., 2012). A proteina pRb, quando
hipofosforilada, regula negativamente o ciclo celular ao associar-se com o fator de
transcricdo E2F e inibe a progressao da fase G1 para a fase S. Ao ligar-se a pRb, a
proteina E7 permite que o fator E2F fique livre, levando a transcricdo de genes
associados a replicacdo do DNA. Assim, a expressdo da proteina E7 acarreta a
proliferacdo desordenada da célula (MITTAL; BANKS; 2017; HOPPE-SEYLER et al.,
2017).

Estudos demonstram que o bloqueio da expressao de E6 e/ou E7 contribui
para a parada do crescimento tumoral, levando a senescéncia ou a apoptose das
células tumorais (MITTAL; BANKS; 2017).

1.4 RESPOSTA IMUNE E EVASAO VIRAL

O desenvolvimento tumoral € um mecanismo complexo que ndo depende

apenas do acumulo de danos e da regulacao do ciclo celular. Na maioria dos casos a
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resposta imune humoral e celular do hospedeiro € capaz de eliminar o virus e/ou
reparar as lesdes causadas, inclusive em casos de infecgdes persistentes. Entretanto,
10% das pessoas infectadas ainda desenvolvem uma infeccdo persistente e
aproximadamente 1% dessas desenvolvem CC (CROSBIE et al., 2013; SASAGAWA,;
TAKAGI; MAKINODA, 2012).

As duas oncoproteinas E6 e e7 também demonstraram ser capazes de
suprimir a transcricdo de interferons (IFNs) nas células hospedeiras, impedindo sua
funcdo antiviral, antiproliferativa e imunomoduladora (KOROMILAS; LI &
MATLASHEWSKI, 2001). As células NK sé&o reguladas pelos IFNs e possuem um
importante papel na resposta inata a infec¢éo viral devido a sua capacidade de matar
células que apresentem sinais de infeccdo. Entretanto, foi observada uma baixa
concentracdo dessas células em infec¢des causadas por HPVs. Essa diminuicéo esta
relacionada com a baixa expressao de IFN associado a capacidade da proteina E5
do HPV em suprimir uma glicoproteina MHC-I like, responséavel por apresentar
antigenos as NK (MIURA et al., 2010).

As células de Langerhans ao serem expostas a proteina L1 apresentam
tolerancia aos antigenos (FAUSCH et al., 2005). Com a persisténcia da infeccao viral,
h& a ativacdo da imunidade adaptativa. Apesar de a resposta mediada por células B
induzir uma protecdo vacinal eficiente, com producdo de células de memoria e
protecdo de longo prazo, ela é inefetiva para remissédo de infec¢des estabelecidas
(SCHERER et al., 2014; STANLEY, 2010).

A resposta imune por linfécitos T acontece quando uma APC consegue
capturar um antigeno viral. Ao digerir esse antigeno, a célula se desloca para o
linfonodo e expde o peptideo viral pelas moléculas de MHC-II. Assim que esse sinal
é reconhecido por um linfocito T CD4+ naive, se inicia a resposta imune celular. O
linfocito se diferencia em uma célula T auxiliar Thl ou Th2, enquanto os macrofagos
e células dendriticas sdo ativados. Finalmente, as proteinas ativadoras de inflamacao
sdo liberadas. Por apresentacdo-cruzada, o linfocito T CD8+ naive reconhece o
antigeno viral no MHC-I na superficie da APC e se diferencia em célula T citotoxica,
conseguindo reconhecer células epiteliais que apresentam o antigeno viral em sua
superficie ou que os liberem. Na infeccdo pelo HPV, o mecanismo de ativacao da
resposta imune é reduzido pela acdo das suas proteinas e consequentemente héa
reducéo de células APCs, dificultando a acédo dos linfécitos (SASAGAWA,; TAKAGI &
MAKINODA, 2012; STANLEY; STERLING, 2014).
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O virus ainda possui outros mecanismos proprios para se esquivar da resposta
imune. Seu ciclo é nédo litico e sua expressdo de proteinas acontece em baixa
guantidade, geralmente ndo sendo excretadas. Assim seus virions sao liberados de
maneira concomitante a descamacado celular, ndo apresentando viremia nem
inflamacéo e sendo percebidos pelo sistema imune apenas quando ja se encontram
na superficie do epitélio. Além disso, ele pode tanto alterar a expresséo dos genes da
célula quanto substituir suas préprias sequéncias e codons incomuns por comuns a
mamiferos, sem alterar sua funcionalidade. Sua infeccao intraepitelialmente restrita
acarreta antigenos virais pouco expostos e inibicdo da acdo de APCs (STANLEY,
2010; CONSOLARO; MARIA-ENGLER, 2012).

1.5 TRATAMENTO

Segundo o Sistema Bethesda, usado para reportar a citologia cervical, uma
lesdo escamosa intraepitelial € marcada pela divisdo anormal das células do epitélio.
Quando as lesdes sao pouco alteradas em relacédo ao tecido normal recebe o nome
de low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL). Na ocorréncia de lesdes com
células bastante anormais ao microscopio, essas sdo chamadas de HSIL (high-grade
squamous intraepithelial lesion). Células provenientes de divisdes atipicas com
significado indeterminado, ainda néo suficientes para caracterizar uma lesao,
recebem o nome de ASC-US (atypical squamous cells of undetermined significance).
LesOes as quais nao se pode afastar nem confirmar o grau de anormalidade recebem
séo denominadas ASC-H (atypical squamous cells cannot exclude HSIL) (SOLOMON
et al., 2002).

No Brasil, o tratamento preconizado pelo Ministério da Saude é pautado pelo
diagndstico citopatologico e dependente da faixa etaria. Em lesdes cervicais de baixo
grau, como ASC-US ou LSIL, a recomendacdo €é de repeticdo do exame
citopatoldgico, posterior a um periodo de 24 meses nas pacientes com menos de 25
anos e a 6 meses para aquelas acima de 25 anos, seguido de uma colposcopia em
caso de continua positividade. Para pacientes com lesdes intraepiteliais de alto grau,
como HSIL, prevalece a indicacao da pratica conhecida como “Ver e Tratar” na qual,
durante a realizacao da colposcopia e partindo da confirmagéo visual de alteragbes

com caracteristicas celulares anormais no colo do Gtero, se aplica imediatamente uma
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das técnicas ablativas ou excisionais, como a cirurgia de alta frequéncia e a conizacao
(INCA (BRASIL), 2016). Apesar de efetivas, ambas sdo técnicas invasivas e
inespecificas que promovem a retirada de uma porcdo do colo uterino, sem
especificidade pelas infectadas por HPV.

O tratamento para as lesGes pré-cancerosas gera altos custos para o sistema
de saude e riscos para as pacientes. Ha possibilidade de sequelas a longo prazo para
a paciente, como uma possivel relacdo com infertilidade, aumento do risco de partos
prematuros e uma piora no quadro de uma pequena porcentagem de pacientes,
causada pela incompleta remocao das células infectadas (MORTENSEN; LARSEN,
2010; NOVAES et al. 2015; KYRGIOU et al., 2017).

1.6 VACINAS

1.6.1 Vacinas profilaticas

As vacinas disponiveis no mercado e liberadas pelo FDA (Food and Drugs
Administration) e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria) contra HPV
sdo baseadas na inducdo de anticorpos neutralizantes contra as proteinas do
capsideo. A primeira vacina foi licenciada em 2006, denominada Gardasil® e
produzida pela Merck Sharp Dohme, utilizando proteinas recombinantes L1 de HPV
6, 11, 16 e 18 expressas em células de levedura Saccharomyces cerevisae
(PAAVONEN et al., 2007; DE SANJOSE et al., 2010). A Cervarix®, foi licenciada em
2008 e é produzida pela Glaxo Smith Kline, constituida por proteinas L1
recombinantes de HPV 16 e 18 que séo expressas em culturas de células de inseto,
SF9 (PAAVONEN et al., 2007; MOUCHET et al., 2018). Em 2014 o FDA aprovou a
vacina nonavalente Gardasil-9®, formulada com particulas de L1 de 9 diferentes tipos
de HPV: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58. Todas essas vacinas se provaram eficazes
e seguras para uma parte da populagédo (KOROMILAS; LI & MATLASHEWSKI, 2001,
CAPRA et al., 2017).

Contudo, as vacinas profilaticas ndo possuem efetividade na remissao de
lesBes, ndo apresentam evidéncia de eficacia em pessoas que ja tiveram contato com

o0 virus e parecem nao oferecer protecdo para mulheres acima de 25 anos, fator de
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grande preocupacdo quando estudos mostram a existéncia de um segundo pico de
infeccdo em mulheres acima dos 40 anos (HILDESHEIM et al., 2016; ARBYN et al.
2018; SANJOSE et al., 2007). Paises Latino-Americanos também tém enfrentado
uma diminuicdo significativa em suas coberturas vacinais. Em parte, causada pela
desinformacgéo dos pais e responsaveis, que nao possuindo informacdes corretas
sobre a vacina, acreditam em efeitos adversos inexistentes ou que a vacinagao pode
encorajar uma vida sexual ativa, e em parte pela dificuldade de acesso a todas as
doses necessarias para imunizacéo (GATTEGNO et al. 2019; MENDES LOBAO et al.
2018).

1.6.2 Vacinas Terapéuticas

Objetivando encontrar uma forma de regredir ou controlar as lesGes causadas
pelo virus, diversos esforcos tém sido empregados na tentativa de desenvolver uma
vacina com potencial terapéutico, entre elas as vacinas de vetor viral, proteinas e
peptideos, acidos nucléicos, dentre outras. A maioria tem como alvo as oncoproteinas
virais E6 e E7, buscando encontrar uma forma de melhor entregar essas proteinas
para reconhecimento das células APCs. Ha em estudo a tentativa de produzir vacinas
proteicas a partir da fusdo de diversas proteinas virais, como € o caso da TA-CIN.
Uma sequéncia em tandem de proteinas de L2, E6 e E7 expressa em sistema de E.
coli e testada em ensaios animais. Apesar de ter demonstrado bons resultados em
fases pré-clinicas e fase |, em fases seguintes a resposta de anticorpos anti-L2
ocorreu por curto tempo, obtendo sucesso em induzir respostas anti-E6 e anti-E7 em
células T. Novas técnicas, como aplicacdo no local da lesdo, e uso de diversos
adjuvantes tém sido testados na tentativa de induzir uma resposta de longo prazo
(KARANAM et al., 2009;PENG et al. 2015).

A vacina de peptideos é também uma das candidatas que tém sido estudada
e se provou estavel, segura, com baixas reacOes adversas e maior facilidade de
producdo em larga escala. Sua pequena sequéncia de aminoacidos facilita 0 manejo
industrial e possibilita diferentes combinacdes sem os riscos da utilizacdo de
oncoproteinas completas. Entretanto, esses peptideos apresentam ineficiéncia na
ativacao efetiva da resposta imune, obstaculo para o qual os métodos in silico e a

utilizacdo de adjuvantes tém sido empregados na tentativa de contornar (LIU et al.,
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2012; HANCOCK; HELLNER; DORRELL, 2018; NAMVAR et al., 2019). Vacinas de
peptideos encontram-se em fase de testes | ou Il, como a ISA101 que é uma vacina
de peptideos sintéticos longos (SLP) que possui um mix de 9 peptideos das proteinas
E6 e E7 e adjuvante (MontanideTM ISA-51). Seus resultados tém mostrado de uma
forte resposta de células T e, em um esquema tri-terapia com combinagcdo de
quimioterapicos e tratamento imuno-estimulante local, a remissédo e eliminagéo de
tumores cervicais em modelo animal (DOMINGOS-PEREIRA et al., 2019).

2. JUSTIFICATIVA

O cancer cervical € o quarto cancer mais comum e que leva a mais 0bitos no
mundo. No Brasil, ele ocupa o terceiro lugar entre as mulheres. Quase a totalidade
das pessoas sexualmente ativas terdo contato com o HPV pelo menos uma vez na
vida.

A importancia das vacinas profilaticas atuais é indiscutivel, entretanto, elas
possuem uma eficiéncia incompleta por ndo atenderem a toda populacdo. Para
mulheres acima de 25 anos ou aqueles que ja foram expostos ao virus ndo ha eficacia
comprovada. Os tratamentos disponiveis muitas vezes ndo sao suficientes, e ainda
podem gerar uma piora na qualidade de vida do paciente. A diminuicdo da cobertura
vacinal torna fundamental a busca por uma alternativa de tratamento.

Dessa forma, o presente estudo busca contribuir para o desenvolvimento de
uma vacina terapéutica na tentativa de resolucdo do problema e com intuito de

retribuir & sociedade o investimento publico em pesquisa.

3. HIPOTESE

Partindo da sequéncia de aminoacidos das proteinas oncogénicas E6 e E7 do
Papilomavirus Humano tipo 16 e 18 depositadas em banco de dados, € possivel
identificar e selecionar por meio de metodologias in silico epitopos preditos como

ativadores de resposta imunoldgicas do tipo T citotdxicas e T auxiliares.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GLOBAL

Este trabalho visou identificar e selecionar por metodologias in silico
epitopos do Papillomavirus Humano, capazes de se ligarem ao complexo principal de
histocompatibilidade e ativarem as células T CD4+ e CD8+, a partir das proteinas
oncogénicas E6 e E7 dos virus de tipo HPV16 e HPV18, tensionando seu uso para o

desenvolvimento de uma vacina multi-epitopos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar e selecionar as sequéncias de amino&cidos das proteinas E6 e E7 de HPV
a serem utilizadas;

- Identificar in silico os peptideos provenientes das sequéncias de proteinas que
possuam afinidade de ligacao para MHC | e Il;

- Realizar a selecéo dos epitopos mais promissores a partir das suas caracteristicas
de imunogenicidade, toxicidade, alergenicidade e afinidade ao receptor de células T;
- Selecionar linkers de clivagem para 0s epitopos;

- Validar selecédo de epitopos pela interacéo in silico entre as estruturas dos peptideos
virais e as moléculas de HLAs ;

- Analisar computacionalmente a cobertura populacional e conservacao dos epitopos

selecionados.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 SELECAO DE SEQUENCIA DAS PROTEINAS ALVO

As sequéncias de aminoacidos das proteinas E6 e E7 de HPV-16 e HPV-18
foram obtidas no banco de dados UniProt (Universal Protein Resource) (disponivel
em <https://www.uniprot.org/>), em formato FASTA e registradas pelas IDs P03126,
P03129, P06463 e PO6788, respectivamente.
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5.2 ANALISE DE ANTIGENICIDADE DAS PROTEINAS:

A ferramenta VaxiJen 2.0 (disponivel em: <http://www.ddg-
pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html|>) foi utilizada para predizer a capacidade
das oncoproteinas em iniciar uma resposta imune devida a sua antigenicidade, a
partir de um “alinhamento-independente” por homologia com antigenos ja conhecidos
e proteinas conhecidamente ndo antigénicas. Foi considerado o threshold de 0,5
padrdo da ferramenta para proteinas virais, que confere 87% de acuracia, 91% de
sensibilidade e 82% de especificidade, medidas que nessas porcentagens aumentam
a confianca em estar trabalhando com proteinas que serdo reconhecidas pelas
células de defesa (DOYTCHINOVA; FLOWER, 2007). O servidor Expasy ProtParam
(disponivel em: <http://web.expasy.org/protparam/>) (GASTEIGER et al., 2003) foi
utilizado para avaliar parametros fisico-quimicos das proteinas, para a analise e

comparacao com um futuro construto vacinal completo.

5.3 ALINHAMENTO

Foram realizados os alinhamentos entre as sequéncias de aminoacidos de
cada proteina alvo de HPV-16 e HPV-18 para analisar a similaridade entre elas,
objetivando garantir a possibilidade de epitopos conservados entre as proteinas.
Utilizou-se para isso o pacote “msa” (Measurement System Analysis) e o algoritmo
ClustalW (BODENHOFER et al., 2015; THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994), pelo
software RStudio em linguagem R. Utilizou-se a matriz de substituicdo BLOSUMG62,
uma matriz para proteinas similares, que calculou o score da comparacéo entre 0s
dois tipos virais da proteina E6 e E7, o valor atribuido a Gap penalty foi de 10 e

extended penalty de 0.2.

5.4 IDENTIFICACAO DE EPITOPOS DE CELULAS T

5.4.1 Identificacdo de Epitopos para células T CD8+

Tendo selecionado e verificado as proteinas alvo, foram utilizadas para

identificar seus epitopos ligantes a MHC-I duas ferramentas: IEDB (Immune Epitope



28

Database) - MHC | Binding Predictions (disponivel em <https://tools.iedb.org/mhci>)
e NetCTL 1.2 server (disponivel em <http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL/>).
MHC | Binding Predictions identificou por comparacdo com banco de dados proprio a
provavel afinidade do complexo - MHC | e epitopo (ANDREATTA; NIELSEN, 2016).
Os alelos de identificacdo selecionados pertencem ao conjunto referenciado pela
ferramenta (WEISKOPF et al, 2013), com cobertura populacional de
aproximadamente 97% e o Ranking Percentile para potenciais epitopos de células T
CD8+ foi considerado até 1,0. O NetCTL 1.2 server além de identificar epitopos com
maior capacidade de ligacdo a molécula de MHC |, também mede a clivagem da
porcdo C-terminal e a eficiéncia da proteina de TAP (Transporter associated with
antigen processing) (LARSEN et al., 2007). Foi utilizado threshold de 0.75 para
manter a sensibilidade em 0.8 e a especificidade em 0.97, foram escolhidos os
supertipos de HLA (HLA-A2, HLA-A3, HLA-B7 e HLA-A24) descritos por Reche e
Reinherz (2005) que conferem cobertura populacional de 95%.

5.4.2 Identificacdo de Epitopos para células T CD4+

A identificacdo de epitopos ligantes ao MHC-II foi realizada utilizando a
ferramenta IEDB (Immune Epitope Database) - MHC Il Binding Predictions (disponivel
em: <http://www.iedb.org/>) (WANG et al.,, 2008). Essa ferramenta identifica os
epitopos da proteina viral que possuem maior afinidade a molécula de MHC I,
responsavel pela apresentacdo do peptideo antigénico para o linfécito T auxiliar. O
tamanho de epitopo selecionado foi de 15mer, os alelos de identificacdo pertencem
ao set de referéncia (GREENBAUM et al., 2011) com cobertura populacional >98% e
o Ranking Percentile foi limitado em até 10,0 para considerar potenciais epitopos de
células T CD4+.

5.5 SELECAO DE EPITOPOS

Para selecionar os epitopos com maior probabilidade de ativacdo das
moléculas de MHC de Classe | foi feita uma selecdo com base em diferentes
ferramentas: Q) Class I Immunogenicity (disponivel em
<http://tools.iedb.org/immunogenicity/>), que usa as caracteristicas de aminoacidos e
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sua colocacdo dentro do peptideo para predizer a afinidade entre o complexo de
peptideo + MHC de classe | (pMHC) e o receptor de células T (TCR) (CALIS et al.,
2013); (2) VaxidJen 2.0 para predicdo do potencial antigénico dos epitopos
identificados anteriormente; (3) AllerTop v. 2.0 (disponivel em: <https://www.ddg-
pharmfac.net/AllerTOP/>)  para a predicdo de alergenicidade dos epitopos
(DIMITROV; FLOWER; DOYTCHINOVA, 2013). Para a selecdo de epitopos
ativadores de Classe Il foram usadas as ferramentas: (1) VaxiJen 2.0; (2) AllerTop v.
2.0, 3) ToxinPred (disponivel em:
<https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/multi_submit.php>) para predicdo de
pepitideos toxicos (GUPTA et al., 2013).

5.6 LINKERS E CLIVAGEM

Linkers geralmente sdo sequéncias de aminoacidos utilizados para permitir o
melhor dobramento e flexibilidade da estrutura proteica fusionada, ou entdo como
distanciadores ou facilitadores de clivagem, eles desempenham um papel importante
na estabilidade e no enovelamento de peptideos (CHEN; ZARO; SHEN, 2013).
Considerando a montagem do construto completo, foram utilizadas nas anélises o
linker AAY (VELDERS et al., 2001) para epitopos reconhecidos por MHC de classe |
e o linker GPGPG (LIVINGSTON et al., 2002) para MHC de Classe II.

A predicao do local de clivagem é utilizada para verificar se, uma vez no interior
da célula, a quebra da proteina de interesse néo inviabiliza a formac¢do do complexo
de apresentacdo. Os epitopos fusionados com seus respectivos linkers foram
analisados pelas as ferramentas NetChop 3.1  (disponivel em:
<https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetChop-3.1>), rede neural de
predicao de clivagem por proteassoma (NIELSEN et al., 2005) e Procleave (disponivel
em: <http://procleave.erc.monash.edu/Procleave_crf/webserver.html>), ferramenta
gue utiliza banco de dados para combinar a sequéncia de aminoacidos e a estrutura

para predicdo de sitios de clivagem de proteases (LI et al., 2020).

5.7 DOCKING DE EPITOPOS

O docking de epitopos com as moléculas de HLA foi realizado para avaliar a

afinidade de ligacdo dada a energia empregada para manté-la, utilizando as
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ferramentas CABS-dock (disponivel em:
<http://biocomp.chem.uw.edu.pl/CABSdock/>), que realiza busca do encaixe para o
sitio de ligacao permitindo a flexibilidade do peptideo enquanto a estrutura receptora
realiza apenas pequenas alteracdes estruturais (BLASZCZYK et al.,, 2016), e
GalaxyPepDock (disponivel em: <https://galaxy.seoklab.org/>), ferramenta que
combina informacdes sobre interagdes semelhantes encontradas em banco de dados
de estrutura e a otimizacdo baseada em energia (LEE et al., 2015). A energia de
ligacdo foi predita utiizando a ferramenta Prodigy (disponivel em:
<https://lwenmr.science.uu.nl/prodigy/>), que calcula energia livre (AG) em kcal/mol
com base na correlagdo entre o contato proteina-proteina e a forga de ligacdo (XUE
et al., 2016)

5.8 COBERTURA POPULACIONAL E ANALISE DE CONSERVAQAO

Para a predi¢céo de cobertura populacional foi utilizada a ferramenta Population
Coverage indexada por |IEDB Analysis Resource, (disponivel em:
<http://tools.iedb.org/population/>), que calcula a por¢cdo de individuos com
capacidade imunolégica para responder a um determinado conjunto de epitopos,
baseado nas frequéncias genotipicas de HLA e na ligacdo ao MHC (BUI et al., 2006).
A conservacao de epitopos entre os diferentes géneros de HPV foi verificada usando
a ferramenta Epitope Conservancy Analysis do IEDB Analysis Resource (disponivel
em: <http://tools.iedb.org/conservancy/>), que calcula a conservacdo de um epitopo
a partir de um banco de sequéncias de uma proteina definida e um determinado nivel
de identidade (BUI et al., 2007). A sequéncia de aminoacidos de cada género foi
obtida a partir do banco de dados NCBI, sendo excluidas as sequéncias incompletas,

menores que o tamanho dos epitopos e nao relacionadas ao género viral.

6 RESULTADOS

6.1 ANALISE DE ANTIGENICIDADE E ALINHAMENTO DAS PROTEINAS ALVO

A andlise de antigenicidade realizada com o emprego da ferramenta VaxiJen
2.0 e limite de score superior a 0,5 para proteinas virais, demonstrou que as proteinas

possivelmente antigénicas sdo as proteinas E6 de HPV16 com maior score (0,6921),
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seguida da proteina E7 de HPV16 (0,5765) e a E6 de HPV18 (0,5433). A proteina E7
de HPV18 demonstrou potencial ndo-antigénico (0,4956) quando avaliada em sua
forma completa nos padrdes estabelecidos.

Demonstrado na Tabela 1, o valor negativo de GRAVY para as proteinas
analisadas sugere que elas sejam hidrofilicas, todas apresentaram um indice de
Instabilidade acima de 40 indicando instabilidade. As proteinas sdo possivelmente
alifaticas como demonstrado pelo indice Alifatico, que quanto maior seu valor mais
termoestavel é a proteina, e com o tempo de meia-vida mais elevado que é possivel
calcular pela ferramenta, idicando que se usados os sistemas de expressao baseados
nessas células as proteinas sintetizadas demorariam a ser degradadas. Observando
o pl teérico e o numero de residuos de carga positiva e negativa, é possivel inferir
gue proteina E6 de HPV16 é positivamente carregada assim como a proteina E6 de

HPV18, enquanto que as proteinas E7 de HPV16 e HPV18 sdo negativamente

carregadas.
Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas de estrutura primaria das proteinas E6 e E7 de HPV16
e HPV18.
E6 E7 E6 E7
HPV16 HPV16 HPV18 HPV18
Peso molecular (Da) 19187.28 11022.32 18871.68 11994.63
pl tedrico 9.16 4.20 8.95 491
Residuos de carga negativa
(Asp + Glu) 17 19 20 17
Residuos de carga positiva
(Arg + Lys)- 29 5 27 8
_Terppo de mela-wda (in wtro) 30h 30h 30h 30h
reticulécitos de células de mamifero
Tempo de meia-vida (in vivo) >20N >20h >20h >20h
leveduras
Tempo de meia-vida (in vivo) E. coli >10h >10h >10h >10h
indice de Instabilidade 76.14 63.0 66.88 67.13
indice Alifatico 68.48 78.57 78.99 86.38
. . - -0.630
Medida de Hidropaticidade (GRAVY) -0.778 -0.405 -0.379

Fonte: Elaborada pela autora
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No alinhamento global entre as proteinas E6 de HPV16 e HPV18
(Figura 4) foi encontrado 54,6% de identidade, 68,1% de similaridade e 6,1% de gaps,
com um score total de 478,2. Para as proteinas E7 (Figura 5) desses mesmos
subtipos de HPV foram encontrados 42,1% de identidade, 61,7% de similaridade e
10,3% de gaps, um score de 233,4. E possivel inferir que ambas as proteinas
possuem poucas “lacunas” e se mostram muito similares, sendo as proteinas de E6
mais similares entre si do que as proteinas de E7. Para a construcdo de uma vacina
multi-epitopos para HPV, considerando a diversidade de tipos virais que ele
apresenta, € importante optar por proteinas virais conservadas que gerarem epitopos
ativadores de determinada resposta, mas que, devido a similaridade entre as

proteinas, também permitam o reconhecimento cruzado.

Figura 4. Alinhamento das proteinas E6 de HPV16 e HPV18. Pontos vermelhos (.) indicam gap,
letras azuis (X) indicam identidade, letras vermelhas (u) indicam aminoacidos de grupos de
cadeia lateral similar
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...... .DP..RP. KLP LCTELnT 1.DI.i. EVfeFAFEDL.vVYRD.
HPV-16 3 qmr CQKP IC E Q m{uq *R
HPV-18 | r, D ZKLT dHcarr Eﬁ
KC_ FYSrlI. RHY vYG.TLE. LLIRC_.CQKPL E‘.K HHL RFHNI
HPV-16 u }-1 mss RRETQ LS X - idénticos _ o
HPV-18 Y ®NRAJ I;IEFI.L[I] NPV 158 u - grupos de cadeia lateral similar
SCC ...... RRETQv .- gaps

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5.Alinhamento das proteinas E7 de HPV16 e HPV18. Pontos vermelhos (.) indicam gap,
letras azuis (X) indicam identidade, letras vermelhas (u) indicam aminoacidos de grupos de
cadeia lateral similar.
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HPV-16 EDSTLRACTQETHVIIETLED SQKP X - idénticos . -
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Fonte: Elaborada pela autora
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6.2 IDENTIFICACAO DE EPITOPOS DE CELULAS T

6.2.1 Identificacdo de Epitopos para células T CD8+

A ferramenta NetCTL 1.2 faz a predicdo de epitopos de 9mer, tamanho
associado a maior afinidade de encaixe nas fendas de MHCI (ABBAS et al. 2015). Foi
possivel predizer 19 epitopos da proteina E6 de HPV-16, sendo 2 epitopos reativos
ao supertipo de HLA-A2, 6 ao HLA-A3, 4 ao HLA-B7 e 7 a0 HLA-A24. Na proteina
E6 de HPV-18 foram preditos 18 epitopos, sendo 4 reativos ao HLA-A2, 7 de HLA-
A3, 4 de HLA-B7 e 4 de HLA-A24. Na analises da proteina E7 de HPV-16 foram
preditos 8 epitopos, 4 pelo HLA-A4, 1 pelo HLA-A3, 2 por HLA-B7 e 1 por HLA-A24,
enquanto a proteina E7 de HPV-18 teve 5 epitopos preditos, 2 por HLA-A2, 1 por
HLA-A3 e 2 HLA-B7. As figuras 6-9 mostram como essa predi¢cdo ocorreu por toda a
extensdo das proteinas, podendo ser observada a formacao de picos nas regides
preditas como ligantes para o maior numero de supertipos de alelos de HLA utilizados

para predicéo.

Figura 6. Residuos de aminoacidos da proteina E6 de HPV-16 preditos como ligantes de MHC de
classe | pela ferramenta NetCTL. Demonstracéo visual da predicdo realizada com NetCTL ao longo
dos residuos de aminoacidos, demonstrando com a distribuicdo dos picos (rosa) os
aminoacidos e, consequentemente, as regides da proteina E6 de HPV-16 foram identificadas pelo
maior nimero de supertipos de HLAs.
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Fonte: Elaborada pela autora

Figura 7. Residuos de aminoacidos da proteina E6 de HPV-18 preditos como ligantes de MHC de
classe | pela ferramenta NetCTL. Demonstrac&o visual da predicéo realizada com NetCTL ao longo
dos residuos de aminoéacidos, demonstrando com a distribuicdo dos picos (rosa) os
aminoéacidos e, consequentemente, as regides da proteina E6 de HPV-18 foram mais
identificadas pelo conjunto de supertipos de HLAs da ferramenta.
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Figura 8. Residuos de aminoacidos da proteina E7 de HPV-16 preditos como ligantes de MHC de
classe | pela ferramenta NetCTL. Demonstracéo visual da predicéo realizada com NetCTL ao
longo dos residuos de aminoéacidos, demonstrando com a distribuicéo dos picos (rosa) os
aminoacidos e, consequentemente, as regides da proteina E7 de HPV-16 foram mais
identificadas pelo conjunto de supertipos de HLAs da ferramenta.
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Figura 9. Residuos de aminoacidos da proteina E7 de HPV-18 preditos como ligantes de MHC de
classe | pela ferramenta NetCTL. Demonstracéo visual da predicéo realizada com NetCTL ao
longo dos residuos de aminoé&cidos, demonstrando com a distribui¢cdo dos picos (rosa) os
aminoéacidos e, consequentemente, as regides da proteina E7 de HPV-18 foram mais
identificadas pelo conjunto de supertipos de HLAs da ferramenta.
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Utilizando a ferramenta MHC | Binding Predictions foram identificados, também
de tamanho 9mer, 28 epitopos ligantes da proteina E6 de HPV-16 e 38 da HPV-18.
Para a proteina E7 foram identificados 10 epitopos ligantes no tipo HPV-16 e 13 para
o HPV-18. Nas Figuras 10-13 é possivel visualizar como essa predicao se distribui
na proteina e quais as regides preditas como ligantes para o maior niamero de

supertipos de alelos de HLA.

Figura 10.Residuos de aminoacidos da proteina E6 de HPV-16 preditos como ligantes de MHC | pela
ferramenta MHC | Binding Predictions. Demonstracédo visual da predi¢céo realizada com MHC |
Binding Prediction ao longo dos residuos de aminoéacidos, demonstrando com a distribuicéo
dos picos (vermelho) os aminoé&cidos e, consequentemente, as regides da proteina E6 de HPV-
16 foram mais identificadas pelo conjunto de HLAs da ferramenta.
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Figura 11. Residuos de aminoacidos da proteina E6 de HPV-18 preditos como ligantes de MHC de
classe | pela ferramenta MHC | Binding Prediction. Demonstracéo visual da predicéo realizada com
MHC | Binding Prediction ao longo dos residuos de aminoéacidos, demonstrando com a
distribuicdo dos picos (vermelho) os aminoacidos e, consequentemente, as regides da proteina
E6 de HPV-18 foram mais identificadas pelo conjunto de HLAs da ferramenta.
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Figura 12. Residuos de aminoacidos da proteina E7 de HPV-16 preditos como ligantes de MHC de
classe | pela ferramenta MHC | Binding Prediction. Demonstracéo visual da predi¢céo realizada com
MHC | Binding Prediction ao longo dos residuos de aminoacidos, demonstrando com a
distribuicdo dos picos (vermelho) os aminoé&cidos e, consequentemente, as regiées da proteina
E7 de HPV-16 foram mais identificadas pelo conjunto de HLAs da ferramenta.
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Figura 13. Residuos de aminoacidos da proteina E7 de HPV-18 preditos como ligantes de MHC de
classe | pela ferramenta MHC | Binding Prediction. Demonstracéo visual da predi¢céo realizada com
MHC | Binding Prediction ao longo dos residuos de aminoacidos, demonstrando com a
distribuicdo dos picos (vermelho) os amino&cidos e, consequentemente, as regides da proteina
E7 de HPV-18 foram mais identificadas pelo conjunto de HLAs da ferramenta.
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6.2.2 IDENTIFICACAO DE EPITOPOS PARA CELULAS T CD4+

Utilizando a ferramenta MHC Il Binding Predictions foram identificados
epitopos de tamanho 15mer, na proteina E6, foram identificados 53 epitopos no tipo
HPV-16 e 65 epitopos no tipo HPV-18. Para E7 foram identificados 29 epitopos de
HPV-16 e 34 epitopos de HPV-18. As Figuras 14-17 mostram como ficou a distribuida
a identificacdo por aminoacidos em toda a extensédo das proteinas. As regides de pico
demonstram amino&cidos preditos como ativadores por quantidade de HLA ativado.

Figura 14.Residuos de aminoacidos da proteina E6 de HPV-16 preditos como ligantes de MHC de
classe Il pela ferramenta MHC Il Binding Prediction. Demonstracdo visual da predicdo realizada
com MHC Il Binding Prediction ao longo dos residuos de aminoacidos, demonstrando com a
distribuicdo dos picos (azul) os aminoacidos e, consequentemente, as regides da proteina E6
de HPV-16 foram mais identificadas pelo conjunto de supertipos de HLAs da ferramenta.
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Figura 15. Residuos de aminoacidos da proteina E6 de HPV-18 preditos como ligantes de MHC de
classe Il pela ferramenta MHC Il Binding Prediction. Representacao visual da predicao realizada
com MHC Il Binding Prediction ao longo dos residuos de aminoacidos, demonstrando com
a distribuicdo dos picos (azul) os aminoacidos e, consequentemente, as regides da proteina
E6 de HPV-18 foram mais identificadas pelo conjunto de supertipos de HLAs da ferramenta.
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Figura 16. Residuos de aminoacidos da proteina E7 de HPV-16 preditos como ligantes de MHC de
classe Il pela ferramenta MHC Il Binding Prediction. Representacao visual da predicao realizada
com MHC Il Binding Prediction ao longo dos residuos de aminoacidos, demonstrando com a
distribuicao dos picos (azul) os aminoacidos e, consequentemente, as regides da proteina
E7 de HPV-16 foram mais identificadas pelo conjunto de supertipos de HLAs da ferramenta.
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Figura 17. Residuos de aminoacidos da proteina E7 de HPV-18 preditos como ligantes de por MHC
de classe Il pela ferramenta MHC Il Binding Prediction. Demonstracao visual da predicéo realizada
com MHC Il Binding Prediction ao longo dos residuos de aminoacidos, demonstrando com a
distribuicdo dos picos (azul) os aminoacidos e, consequentemente, as regides da proteina E7
de HPV-18 foram mais identificadas pelo conjunto de supertipos de HLAs da ferramenta.
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6.3 SELECAO DE EPITOPOS

6.3.1 Selecdo de Epitopos para células T CD8+.

Os epitopos selecionados para as analises adicionais foram aqueles
identificados concomitantemente pela ferramenta MHC | Binding Predictions e pela
ferramenta NetCTL 1.2. Eles seguiram sendo testados com objetivo de predizer e
selecionar aqueles com antigenicidade por VaxiJen 2.0, que ndo ativassem processos
alérgicos por AllerTOP e tivessem alta afinidade de pMHC por Class |
Immunogenicity. Na Tabela 2, na linha de “epitopos iniciais”, encontra-se descrito o
numero de epitopos proveniente da identificacdo realizada para ligantes de MHC |
testados por cada ferramenta e ao final comparados para detectar aqueles com as
caracteristicas buscadas. ApOs a analise, se mantiveram como interessantes entre
16-40% dos epitopos preditos para cada uma das proteina, como pode ser observado

na linha “epitopos selecionados”.

Tabela 2. Selecdo de epitopos das proteinas E6 e E7 de HPV16 e HPV18 ativadores de
resposta de células T CD8+ pelas ferramentas VaxiJen 2.0, AllerTOP e Class | Inmunogenicity.

E6 E6 E7 E7
HPV16 HPV18 HPV16 HPV18
Epitopos iniciais 19 18 8 5
Epitopos antigénicos
(VaxiJen 2.0) 15 12 6 3
Epitopos n&o-alergénicos 11 9 5 4

(AllerTOP)
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Imunogenicidade do

complexo 8 10 5 4
(Class | Immunogenicity)
Epitopos selecionados 4 3 2 2
(21,05%) (16,67%) (25%) (40%)

Fonte: Elaborada pela autora

6.3.2 Selecdo de Epitopos para células T CD4+.

Os epitopos identificados pela ferramenta MHC Il Binding Predictions foram

testados em andlises adicionais com objetivo de predizer e selecionar por VaxiJen 2.0

agueles com antigenicidade que fossem capazes de ativar a resposta imune, mas que

nao apresentem perfil de toxicidade (ToxinPred) e nem desencadeassem um

processo alérgico (AllerTOP). E possivel observar na Tabela 3 que os epitopos

identificados para proteinas E6 e E7 de HPV-16 e 18 sdo preditos como antigénicos,

nao téxicos e sem potencial alergénico. Entretanto, na proteina E7 foi predita a menor

porcentagem (50%) de epitopos antigénicos, enquanto as demais proteinas variaram

entre 62-83% de manutencdo de epitopos antigénicos. Ao final da andlise, se

mantiveram como interessantes entre 23-45% dos epitopos preditos para cada uma

das proteinas, como pode ser observado na linha “epitopos selecionados”.

Tabela 3. Sele¢ao de epitopos das proteinas E6 e E7 de HPV16 e HPV18 ativadores de
resposta de células T CD4+ pelas ferramentas VaxiJen 2.0, AllerTOP e ToxinPred.

E6 E6 E7 E7
HPV16 HPV18 HPV16 HPV18
Epitopos iniciais 53 65 29 34
Epitopos antigénicos
(VaxiJen 2.0) 4l 40 24 17
Epitopos néo-alergénicos
(AllerTOP) 19 31 12 28
Epitopos néo téxicos (ToxinPred) 50 65 27 33
Epitopos selecionados 14 16 13 15
prtop (26,42%) (24,62%) (44,83%)  (44,12%)

Fonte: Elaborada pela autora



39

6.4 LINKERS E CLIVAGEM

Em raz&do da necessidade de clivagem das proteinas e peptideos, realizada
por complexos de degradacéao proteica, para possibilitar a apresentacao pelos MHC,
foram inseridos linkers para cada um dos epitopos, de acordo com as caracteristicas
da proteina de clivagem e tamanho, previamente a simulagdo de ligacdo complexo-
epitopo. A ferramenta Procleave fez a predigdo da clivagem por catepsina S, protease
responsavel por clivar peptideos para MHC I, no linker GPGPG quando fusionado
aos epitopos ligantes de MHC II. A ferramenta NetChop predizeu os pontos de
clivagem por proteassoma, responsavel por formar os epitopos que se ligardo a MHC
| na célula, como ocorrendo no linker AAY inserido ao final de cada epitopo. Esses
dados, que nao estdo demonstrados neste trabalho, foram utilizados para no input da

predicéo realizada pelo docking.

6.5 DOCKING EPITOPOS

O MHC de classe | € composto por uma cadeia a e uma subunidade de
microglobulina 32, ele possui uma fenda de ligagcao de extremidades fechadas que
comporta peptideo de tamanho entre 8 e 11 aminoé&cidos. A molécula de MHC de
classe Il possui as duas cadeias sendo uma a e uma [3, e sua fenda de extremidade
aberta, o que possibilita a ligacao de peptideo com tamanho de 10 a 30 aminoacidos
(ABBAS et al. 2015). Nas Figuras 18 e 19 é possivel observar exemplares das
moléculas 3D usadas para a predicao de ligacdo por docking, em especial a diferenca
entre as fendas de ligacdo das moléculas de MHC | e de MHC II, sitio de ligacao para

0s epitopos.
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Figura 18. Molécula de MHC I. Molécula de HLA-A*01:01, em vermelho cadeia a e em
rosa a subunidade de microglobulina 2. (A) e (B) viséo lateral da molécula. (C) viséo
superior com zoom na fenda.

Fonte: Elaborada pela autora utilizando o software PyMOL
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Figura 19. Molécula de MHC Il. Molécula de HLA-DRB1*01:01, em azul escuro a cadeia a
e em azul claro a cadeia B. (A) e (B) visao lateral da molécula. (C) visdao superior com
zoom na fenda.

Fonte: Elaborada pela autora utilizando o software PyMOL

As andlises de docking, utilizando a ferramenta CABS-dock e GalaxyPepDock,
foram realizadas entre a sequéncia de aminoacidos dos epitopos fusionados com
seus respectivos linkers e a estrutura 3D do alelo de HLA identificador do epitopo.
Esta € uma etapa adicional de refinamento que possibilita um novo rankeamento dos
epitopos, baseado na energia predita para ligacdo com as moléculas de MHC | e I,
além de incluir os residuos de predicéo de clivagem dos respectivos linkers que néo
haviam sido inclusos nas predicbes anteriores. As estruturas modeladas para a
interacdo foram obtidas a partir do banco de dados pHLA3D 2.0 da Universidade
Federal do Piaui (MENEZES TELES E OLIVEIRA et al., 2019). Encontra-se descrito
na Tabela 4 os HLAs utilizados para o docking com os epitopos de cada proteina, a
predicdo da ligacdo dos epitopos até aqui selecionados foi feita com os HLAs que

demonstraram reconhecimento a cada um.



Tabela 4. Alelos de HLA de classe | e classe Il que identificaram e foram utilizados para
docking dos epitopos das proteinas E6 e E7 de HPV16 e HPV18.

HLAs para
MHC de Classe |

HLASs para
MHC de Classe Il

HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01
HLA-DPA1*01:03/DPB1*04:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01
HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02
HLA-DQA1*01:01/DQB1*05:01
HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02

HLA-A*23:01 HLA-DQA1*05:01/DQB1*02:01
HLA-A*24:02 HLA-DRB1*01:01
E6 HLA-A*26:01 HLA-DRB1*03:01
HPV16 HLA-A*68:02 HLA-DRB1*04:01
HLA-B*07:02 HLA-DRB1*04:05
HLA-B*08:01 HLA-DRB1*08:02
HLA-DRB1*09:01
HLA-DRB1*13:02
HLA-DRB1*15:01
HLA-DRB3*01:01
HLA-DRB3*02:02
HLA-DRB4*01:01
HLA-DRB5*01:01
HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01
HLA-DPA1*01:03/DPB1*04:01
. HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01
Etﬁ:ﬁ*géjgi HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01
HLA-A*02-03 HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02
HLA-A*02-06 HLA-DQA1*01:01/DQB1*05:01
HLA-A*30-01 HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02
6 HLA-A*30.02 HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02
: HLA-DQA1*05:01/DQB1*02:01
HPV18 HLA-A*31:01 :
: HLA-DRB1*03:01
HLA-A*32:01 na.
HLA-A*33-01 HLA-DRBl*OS:OZ
HLA-B*15-01 HLA-DRB1 09:01
: HLA-DRB1*11:01
HLA-B*57:01 HLA-DRB1*15:01
HLA-B*58:01 :
HLA-DRB3*01:01
HLA-DRB3*02:02
HLA-DRB5*01:01
HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02
HLA-DQA1*01:01/DQB1*05:01
HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
o HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02
E7 Etﬁ:g*gi;gi HLA-DQA1%04:01/DQB1#04:02
HPV16 HLA-B*53-01 HLA-DQA1*05:01/DQB1*02:01
: HLA-DRB1*03:01
HLA-DRB1*04:01
HLA-DRB3*01:01
E7 HLA-A*02:01 HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01
HPV18 HLA-A*02:03 HLA-DPA1*01:03/DPB1*04:01
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HLA-A*02:06
HLA-A*32:01
HLA-A*68:02
HLA-B*57:01
HLA-B*58:01

HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02
HLA-DQA1*01:01/DQB1*05:01
HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02
HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02
HLA-DQA1*05:01/DQB1*02:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*04:01
HLA-DRB1*04:05
HLA-DRB1*07:01
HLA-DRB1*12:01
HLA-DRB1*13:02
HLA-DRB1*15:01
HLA-DRB3*02:02
HLA-DRB4*01:01

Foram realizados 33 dockings para epitopos com ligacdo a molécula de MHC

de Classe | e 154 para MHC de classe Il tanto pela ferramenta CABS-dock quanto

pela GalaxyPepDock, sendo que a energia de ligacdo foi predita pela ferramenta

PRODIGY. A interacao entre epitopos e MHC de classe | apresentaram forte energia

de ligacdo, com valores entre -17 kcal/mol e -13,8 kcal/mol. Considerando que os

valores negativos preveem uma energia atrativa entre as moléculas, os valores

preditos no refinamento durante essa etapa foram considerados satisfatérios para a

sequéncia de analises. Na figura 20 é possivel observar a ligacdo que ocorre na

fenda da molécula de MHC | entre os epitopos de E6 de HPV-16 e seus HLA ligantes.
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Figura 20. Docking entre epitopos da proteina E6 de HPV-16 e moléculas de MHC I. (A) Docking
entre epitopo GRWTGRCM da proteina E6 (verde) de HPV16 e o HLA-B*07:02, fenda em
vermelho e restante da molécula de MHC | em cinza. A energia livre dessa ligacao foi
calculada em -15,8 kcal/mol, favoravel para utilizacdo desse epitopo em um construto vacinal.
(B) Docking entre epitopo YSLYGTTL da proteina E6 (verde) de HPV16 e o HLA-A*24:02, fenda
em vermelho e restante da molécula de MHC | em cinza. A energia livre dessa ligacao foi
calculada em -16,1 kcal/mol, favoravel para utilizagdo desse epitopo em um construto vacinal.

Fonte: Elaborada pela autora utilizando o software PyMOL

Os valores de energia de ligacéo observados para moléculas de MHC Il e seus
ligantes se encontram entre -16,3 kcal/mol e -10,7 kcal/mol. Posto que todas as
ligagOes foram preditas como possuindo energia atrativa, o refinamento considerou
os dockings com predicdo de energia atrativa inferior a -14 kcal/mol. Ao final da
analise, foram selecionados 10 epitopos com possivel capacidade de ligacdo ao
MHC-1 e 21 ao MHC-II para dar sequéncia ao constructo vacinal. Na Figura 21
encontra-se o docking de dois epitopos de E7 de HPV-18 com o mesmo MHC. Os
dois possuem energia atrativa considerada favoravel, mas pelo limite determinado

apenas o primeiro foi selecionado para seguir nas analises.

6.6 COBERTURA POPULACIONAL E ANALISE DE CONSERVACAO

O mapeamento da cobertura populacional mundial refere-se a uma avaliacao
gue estima a porcentagem da populacdo que provavelmente possui sequéncias de
HLA que demonstraram identificagdo pelos ligantes (epitopos de HPV) selecionados

(BUI et al., 2006). Um dos epitopos em avaliacéo, proveniente da proteina E7 de HPV-
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18, ndo apresentou nenhuma cobertura populacional e por isso foi descartado. Nas
Tabelas 5 e 6 estdo listadas as porcentagens de cobertura populacional para cada
epitopos das proteinas E6 e E7 dos HPV alvos deste estudo. Na Tabela 5 estédo os
dados de cobertura populacional dos epitopos ligante de MHC |, na Tabela 6 estédo

os dados para cobertura populacional dos epitopos ligantes de MHC II.

Figura 21. Docking entre epitopos da proteina E7 de HPV-18 e moléculas de MHC II. (A) Docking
entre epitopo KCEARIKLVVESSAD da proteina E7 (verde) de HPV16 e o HLA-
DQA1*03:01/DQB1*03:02, fenda em azul e restante da molécula de MHC Il em cinza. A energia livre
dessa ligacao foi calculada em -14,8 kcal/mol, favoravel para utilizacéo desse epitopo em um
construto vacinal. (B) Docking entre epitopo HEQLSDSEEENDEID da proteina E7 (laranja) de
HPV18 e 0 HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02, fenda em azul e restante da molécula de MHC Il em
cinza. A energia livre dessa ligacéo foi calculada em -11,7 kcal/mol, menos favoravel para utilizacéo
desse epitopo em um construto vacinal.

Fonte: Elaborada pela autora utilizando o software PyMOL

Tabela 5. Cobertura populacional mundial dos epitopos selecionados das proteinas E6 e E7 de
HPV16 e HPV18 ativadores de resposta de células T CD8+.

Sequéncia de epitopos Cobertura Populacional
E6 CYSLYGTTL 26.18%
HPV16 DPQERPRKL 22.61%
(Alphapapillomavirus 9) RGRWTGRCM 12.78%
phapap VYDFAFRDL 8.25%
E6 KTVLELTEV 19.28%
HPV18 LQDIEITCV 59.78%
(Alphapapillomavirus 7) RFHNIAGHY 13.13%
E7
HPV16 RAHYNIVTF 17.85%
0,
(Alphapapillomavirus 9) LLMGTLGIV 0.97%
E7 0
HPV18 LPARRAEPQ 12.78%
TLQDIVLHL 50.59%

(Alphapapillomavirus 7)

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 6. Cobertura populacional mundial dos epitopos selecionados das proteinas E6 e E7 de

Sequéncia de epitopos

Cobertura Populacional

VYDFAFRDLCIVYRD 89.29%
E6 HYCYSLYGTTLEQQY 98.90%

HPVL6 YCYSLYGTTLEQQYN 97.59%
(Alphapapillomavirus 9) QLLRREVYDFAFRDL 97.13%
YRHYCYSLYGTTLEQ 82.21%

VCDKCLKFYSKISEY 54.04%

E6 TEVFEFAFKDLFVVY 99.19%

VLS VFEFAFKDLFVVYRD 98.27%
(Alphapapillomavirus 7) EFAFKDLFVVYRDSI 96.59%
phapap ITCVYCKTVLELTEV 93.63%
- TPTLHEYMLDLQPET 84.30%

HPV16 PTLHEYMLDLQPETT 84.30%
(Alphapapillomavirus 9) VQSTHVDIRTLEDLL 63.48%
phapap RLCVQSTHVDIRTLE 17.84%
EARIKLVVESSADDL 73.04%

- KCEARIKLVVESSAD 40.19%

VLS LCHEQLSDSEEENDE 40.19%
(Alphapapillomavirus 7) TLQDIVLHLEPQNEI 40.19%
phapap LLCHEQLSDSEEEND 40.19%
CEARIKLVVESSADD 40.19%

Fonte: Elaborada pela autora

Para a analise de conservacdo foram usadas as sequéncias de aminoacidos das
proteinas dos géneros de HPV extraidas do banco de dados NCBI, contendo 1422
genatipos da proteina E6 de Alphapapillomavirus 9, 131 gendtipos da proteina E6 de
Alphapapillomavirus 7, 368 gendtipos da proteina E7 de Alphapapillomavirus 9 e 98
genatipos da proteina E7 de Alphapapillomavirus 7. As tabelas 7 e 8 apresentam a
porcentagem de isolados descritos no banco de dados que possuem em sua

sequéncia completa uma sequéncia idéntica ao epitopo buscado.

Tabela 7. Conservacéo de epitopos das proteinas E6 e E7 de HPV16 e HPV18 ativadores de
resposta de células T CD8+.

% identidade

Sequencia de (N° de gendétipos conservados/total

Epitopos de gendtipos)
E6 CYSLYGTTL 27.99% (398/1422)
HPV16 DPQERPRKL 33.33% (474/1422)
(Alphapapillomavirus 9) RGRWTGRCM 52.18% (742/1422)
phapap VYDFAFRDL 51.90% (738/1422)
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E6 KTVLELTEV 38.93% (51/131)
HPV18 LQDIEITCV 40.46% (53/131)
(Alphapapillomavirus 7) RFHNIAGHY 29.01% (38/131)
E7
HPV16 RAHYNIVTF 38.04% (140/368)
i . LLMGTLGIV 32.61% (120/368)
(Alphapapillomavirus 9)
E7
HPV1S LPARRAEPQ 53.06% (52/98)
TLQDIVLHL 17.35% (17/98)

(Alphapapillomavirus 7)

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 8. Conservacgao de epitopos das proteinas E6 e E7 de HPV16 e HPV18 ativadores de
resposta de células T CD4+.

Sequéncia de Epitopos

% identidade
(N° de gendtipos

conservados/total de

genotipos)

E6
HPV16
(Alphapapillomavirus 9)

VYDFAFRDLCIVYRD

HYCYSLYGTTLEQQY
YCYSLYGTTLEQQYN
QLLRREVYDFAFRDL
YRHYCYSLYGTTLEQ
VCDKCLKFYSKISEY

48.38% (688/1422)
21.94% (312/1422)
27.57% (392/1422)
49.58% (705/1422)
22.08% (314/1422)
49.16% (699/1422)

E6
HPV18
(Alphapapillomavirus 7)

TEVFEFAFKDLFVVY
VFEFAFKDLFVVYRD
EFAFKDLFVVYRDSI
ITCVYCKTVLELTEV

38.17% (50/131)
38.93% (51/131)
37.40% (49/131)
38.93% (51/131)

E7
HPV16
(Alphapapillomavirus 9)

TPTLHEYMLDLQPET
PTLHEYMLDLQPETT
VQSTHVDIRTLEDLL
RLCVQSTHVDIRTLE

32.88% (121/368)
32.07% (118/368)
33.42% (123/368)
33.15% (122/368)

E7
HPV18
(Alphapapillomavirus 7)

EARIKLVVESSADDL
KCEARIKLVVESSAD
LCHEQLSDSEEENDE
TLQDIVLHLEPQNEI
LLCHEQLSDSEEEND
CEARIKLVVESSADD

1.02% (1/98)
1.02% (1/98)
16.33% (16/98)
16.33% (16/98)
16.33% (16/98)
1.02% (1/98)

Fonte: Elaborada pela autora



48

Ao final a selecao de epitopos foi refinada, mantendo:

e 11 epitopos ligantes de MHC I, sendo eles 4 epitopos da proteina E6 de HPV-
16, 3 epitopos da proteina E6 de HPV-18 e 4 epitopos da proteina E7, 2 do
tipo HPV-16 e 2 de HPV-18;

e 21 epitopos ligantes de MHC Il, dos quais 6 pertenciam a proteina E6 de HPV-
16, 4 a proteina E6 de HPV-18, 4 a proteina E7 de HPV-16 e 7 da proteina E7
de HPV-18.

As figuras 22 e 23 mostram a localiza¢do dos epitopos na extenséo das
sequéncias de aminoacidos a partir do alinhamento realizado ente a proteina E6 e
E7. Os picos estédo distribuidos de forma a demonstrar as regifes preditas como
ligantes ao maior nimero de supertipos de HLA, com cores distintas para a predi¢ao
das ferramentas MHC Il Binding Predictions, MHC | Binding Predictions e NetCTL,
possibilitando a comparacéo entre as regiées mais e menos preditas como ligantes
das moléculas de MHC de Classe | e Il e, consequentemente, provaveis ativadores

de resposta imune para células TCD4 e TCDS.
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Figura 22. Representacédo da selecéo final de epitopos da proteina E6 de HPV-16 e HPV-18 ligantes de MHC de classe | e Il. No lado superior ao alinhamento central
estdo os resultados obtidos para os epitopos do tipo HPV-16, no lado inferior estéo os resultados para HPV-18. O tracejado em roxo indica os epitopos ligantes de MHC-l e o
tracejado azul os epitopos ligantes de MHC-II. Os picos azuis, vermelhos e rosas representam a identificacéo pelas ferramentas MHC 1l Binding Predictions, MHC | Binding
Predictions e NetCTL, respectivamente.
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Figura 23. Representagéo da selec¢édo final de epitopos da proteina E7 de HPV-16 e HPV-18 ligantes de MHC de classe | e IIl. No lado superior ao alinhamento
central estdo os resultados obtidos para os epitopos do tipo HPV-16, no lado inferior estéo os resultados para HPV-18. O tracejado em roxo indica os epitopos ligantes
de MHC-I e o tracejado azul os epitopos ligantes de MHC-II. Os picos azuis, vermelhos e rosas representam a identificagdo pelas ferramentas MHC Il Binding
Predictions, MHC | Binding Predictions e NetCTL, respectivamente.
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7. DISCUSSAO

Embora o HPV seja um virus para o qual exista terapia profilatica segura e
eficaz, diversas probleméticas ainda se fazem presentes quando relacionadas a
dificuldade de acesso as vacinas, as limitacdes imunoldgicas das vacinas existentes,
as complicacOes derivadas dos tratamentos ablativos, além da existéncia movimentos
de desinformacdo agindo em contrariedade a prevencao em saude. A imunizagado
profilatica, de uma forma geral, tem apresentado diminuicdo em suas taxas de
cobertura no Brasil. No ano de 2021 atingimos apenas 59,5% da vacinacao necessaria
e durante o primeiro semestre de 2022 ainda nos encontramos em aproximadamente
27% da meta de cobertura vacinal, segundo o DATASUS. As infec¢bes por HPV e o
subsequente desenvolvimento de tumores associados se tornam um problema com o
qgual a saude publica ainda tera de lidar por décadas. Vacinas terapéuticas, bem como
0s demais tratamentos para a infeccédo viral e seus desdobramentos, sdo necessarios
para auxiliar na reversdo do quadro de mulheres infectadas e também para aquelas
que apresentam lesdes intraepiteliais. Estudos mostram que as proteinas virais E6 e
E7 s&o bons alvos para vacinas terapéuticas, sendo capazes de induzir a resposta
imune de células T CD4+, T CD8+ e, por consequéncia, levar a remissao de lesées
intraepiteliais (MA et al., 2012, DOMINGOS-PEREIRA et al., 2019).

Os tipos de HPV sdo mudltiplos e diferem em prevaléncia ao redor do mundo. A
utilizac@o de peptideos provenientes dos dois tipos mais comumente presentes nos
casos de malignidade, HPV-16 e HPV-18, submetidos a analises do alinhamento,
conservacgao entre géneros virais e escolha de HLAs altamente prevalentes, buscam
atingir uma cobertura populacional capaz de proteger a maior, ou pelo menos, grande
parte da populacdo mundial para a construcdo de uma vacina multi-epitopos pan-HPV
(ANDREATTA:; NIELSEN, 2016). E sabido, entretanto, que outros tipos como o 59,
39, 35, 31, 52, 58 e 33 possuem grande importancia nas infec¢bes por HPV e podem
ser melhor inspecionados em outras abordagens de trabalhos futuros (BRUNI et al.,
2021).

Neste trabalho, as caracteristicas fisico-quimicas das proteinas alvo foram um
ponto de atencdo devido a estratégia de fragmenta-las em epitopos e, futuramente,
produzir uma vacina a partir deles. Portanto, informacdes como o tempo de meia vida
in vivo, indice de instabilidade, ponto isoelétrico utilizado para a etapa de purificacao

da producéo proteica, indice alifatico para predi¢do da estabilidade térmica e GRAVY
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para calculo da hidropatia proteica nos ddo um direcionamento de expectativas quanto
as caracteristicas do constructo final (GASTEIGER et al., 2009).

A matriz de BLOSUMG62 para alinhamento foi escolhida por se tratar da
comparacdo entre proteinas homologas, que partiram evolucionalmente de um
mesmo ponto e desempenham a mesma funcdo em tipos virais diferentes. O
alinhamento confirmou a alta similaridade e identidade entre elas, apresentando baixa
porcentagem de gaps. Entretanto, as proteinas E6 apresentaram maior similaridade
entre si que as proteinas E7.

Um dos maiores desafios da vacinologia, em especial do estudo in silico, é a
avaliacdo da ativacéo da resposta imune de forma eficiente. Uma vez que as proteinas
E6 e E7 sdo essenciais para a malignizacéo celular e se mantém expressas durante
todo o desenvolvimento tumoral, buscamos reduzir as chances de evasao imune
utilizando o direcionando da apresentacéo de antigenos para essas proteinas (SIX et
al.,, 2012). A capacidade de ativar a resposta de células T auxiliadoras e,
principalmente, T citotoxicas € essencial para a resolucéo da infec¢éo por HPV, posto
que sua insercao no nucleo celular e liberagcao de virions tardia dificulta uma acéo
imunologica abrangente (STANLEY; STERLING, 2014). Portanto, essa ativacao é
essencial para uma vacina com atividade terapéutica.

A identificacdo de epitopos ativadores de célula T CD8+ foi realizada por duas
ferramentas com alta acuracia: NetCTL e MHC | Binding Prediction (PETERS et al.,
2003). Apo6s as andlises de validacdo, os epitopos identificados pela ferramenta
NetCTL encontravam-se contidos no grupo identificado pela ferramenta MHC | Binding
Prediction. Considerando que a primeira ferramenta realiza predicao de clivagem por
proteassoma e transporte por TAP, além da predicdo de afinidade realizada por
ambas, optou-se pela utilizacdo dos epitopos identificados por NetCTL, que também
foram identificados por MHC | Binding Prediction, para prosseguir no refinamento. Em
contrapartida, as ferramentas para identificacdo de epitopos de células T CD4+ tém
demonstrado escassez e menor acuracia quando comparadas com as ferramentas de
T CD8+, como discutido por Nielsen et al. (2010). Seja pelas caracteristicas da ligacéo
entre MHC de classe Il e seus ligantes, seja pela auséncia de dados de boa qualidade,
fato € que a lacuna deixada na identificacdo desses epitopos predispde a uma
defasagem ou imprecisdo quando aplicados o0s resultados em condicbes

experimentais. Neste estudo, optamos por utilizar a ferramenta MHC Il Binding
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Prediction, que dentre as ferramentas disponiveis possui um bom perfil de
identificacdo de epitopos.

Para selecéo dos epitopos promissores dentre os 209 inicialmente identificados
no screening pelas ferramentas de afinidade aos MHC de classe | e I, foi feita a
analise do potencial antigénico dos epitopos, atentando para suas propriedades nao-
alergénicas e obteve-se como resultado a validacdo de 69 epitopos. E necessario que
uma vacina possua a capacidade de ativar a resposta imune sem produzir efeitos
adversos indesejados, algo que pode ser antecipado na constru¢do computacional de
vacinas multi-epitopos (SETTE; FIKES, 2003). A afinidade entre o pMHC e o TCR
para os epitopos ligantes de MHC | e de toxicidade para os ligantes de MHC Il também
foi considerada.

Um dos maiores desafios dos estudos in silico € a tentativa de emular a
resposta imune fisiolégica (SIX et al., 2012). Neste trabalho, ao realizar o docking entre
epitopos ligantes e respectivos HLAs, foi considerado a descricdo de provavel
clivagem de linkers ja conhecidos, na tentativa de corresponder com o resultado
observado in vivo (LIVINGSTON et al., 2002; NOMOTO et al., 1999; VELDERS et al.,
2001). A predicao de energia livre também foi utilizada para refinar a selecao a partir
das ligacdes com maior afinidade e espontaneidade, posto que uma energia negativa
€ considerada uma energia atrativa e que quanto mais negativa maior a predicdo de
afinidade (DU et al., 2016). Essa etapa resulta em um ranqueamento de epitopos que
considera a predicdo de maior afinidade, permitindo um critério de selecdo mais
aprimorado.

Um estudo realizado por Sanami et al (2021) propds um design de vacina multi-
epitopo selecionados a partir de métodos imunoinforméticos para construcao e
testagem in silico da efetividade do composto vacinal de proteinas E6 e E7 de HPV-
16. Hussein et al (2016). desenharam um construto multi-antigénico de peptideo-
polimero conjugado de epitopos das proteinas E6 e E7 de HPV-16. Apesar de em
alguns pontos os estudos utilizarem metodologias diferentes, tanto os estudos
descritos quanto este identificaram e/ou utilizaram epitopos selecionados por
ferramentas de afinidade ao MHC de classe | e Il. Os epitopos para células T
citotoxicas VYDFAFRDL de E6 de HPV-16 e RAHYNIVTF de E7 de HPV-16 e os
epitopos para célula T auxiliar YRHYCYSLYGTTLEQ e QLLRREVYDFAFRDL de E6
de HPV-16 identificados por este estudo, foram também inseridos no construto vacinal
dos estudos descritos (SANAMI et al.,, 2021; HUSSEIN et al., 2016). A area de
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imunoinformatica ainda € pouco explorada quando se trata das infeccbes por HPV e
seus desdobramentos, poucos estudos se propdem a investigar e analisar possiveis
solugbes. Menos volumosos ainda sado os estudos dispostos a testar de maneira
laboratorial os resultados obtidos.

Este trabalho foi idealizado a fim de ser posteriormente utilizado em
refinamento e otimizacédo de construto vacinal, bem como possivel producéo e teste
in vitro. S&o necessérias ainda simulagdes de dindmica molecular que refinem a
andlise de ligacédo entre epitopos e MHCs, identificacdo e selecdo de epitopos virais
capazes de ativar resposta de células B, adicdo de adjuvantes para potencializar a
ativacdo imunoldgica, simulacdes de adaptacao de cdédons e clonagem in silico para
otimizar o processo de expressdo. Além disso, é essencial que trabalhos
computacionais possam ser confirmados pela experimentagdo pratica, por meio da
producdo do construto, teste imunoldgicos e de seguranca, em cultura celular e/ou

modelo animal.

8. CONCLUSAO

Com as analises in silico feitas nesse trabalho foi possivel predizer e selecionar
epitopos das proteinas E6 e E7 de HPV-16 e HPV-18 que se mostraram capazes de
ativar células TCD4+ e TCD8+ através da ligagdo com o complexo principal de
histocompatibilidade. O objetivo € a producdo de uma vacina terapéutica em multi-
epitopos baseada nessas analises.

As estratégias de predicdo e selecdo de peptideos validadas in silico
mostraram-se eficazes para a obtencdo de diversos epitopos com potencial de
ativagcdo da resposta imune, considerando também o potencial de imunogenicidade,
toxicidade e alergenicidade, além de uma validacdo da selecdo pela predicdo de
ligagdo molecular entre as estruturas de epitopos virais e moléculas de HLA. Por fim,
este trabalho resultou na selecdo de 26 epitopos ao total, sendo 8 provenientes da
proteina E6 de HPV-16, 8 da proteina E6 de HPV-18, 6 provenientes da proteina E7
de HPV-16 e 5 provenientes da proteina E7 de HPV-18.
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