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RESUMO

0 estudo se propds a analisar mutagoes em epitopos de MHC-I e II frente a vacinagio com AZD1222 no Brasil. Foram identificadas
mutacoes em seis epitopos, algumas diminuindo sua imunogenicidade, como o NYNYRYRLF de MHC-I, de 783 para 171. Isso
sugere uma possivel reducio na eficicia da vacina contra variantes mutantes do virus. A pesquisa destaca a importancia de adaptar
estratégias de imunizago para lidar com as mutacoes emergentes do SARS-CoV-2. Além disso, ressalta a necessidade de monitorar
avariabilidade genética do virus e desenvolver vacinas atualizadas para combater a pandemia. Esses resultados também enfatizam
a importancia de entender as mutagdes do virus para correlacionar com sua evolugio e viruléncia, fornecendo insights valiosos
para o controle da COVID-19.
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ABSTRACT

The study aimed to analyze mutations in MHC-I and II epitopes in the face of vaccination with AZD1222 in Brazil. Mutations were
identified in six epitopes, some of which decreased their immunogenicity, such as NYNYRYRLF of MHC-I, from 783 to 171. This
suggests a possible reduction in the vaccine's efficacy against mutant variants of the virus. The research highlights the importance
of adapting immunization strategies to deal with emerging SARS-CoV-2 mutations. It also highlights the need to monitor the
genetic variability of the virus and develop updated vaccines to combat the pandemic. These results also emphasize the
importance of understanding the mutations of the virus to correlate with its evolution and virulence, providing valuable insights
for the control of COVID-19.
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INTRODUCAO

SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita
simples que ja infectou mais de meio bilhio de
pessoas no mundo, e s6 no Brasil levou mais de
660 mil pessoas a 6bito até o final de julho de
2022[1] [2]. Em 2021 foram disponibilizadas no
Brasil as primeiras vacinas no Sistema Unico de
Saude - SUS, e, atualmente, a vacina AZD1222
(Covisshield), da Oxford—AstraZeneca, ¢ uma das
disponibilizadas, tratando-se de uma vacina de
vetor viral, baseada na proteina de pico, com
eficdcia estimada em torno de 81% [3].

E fato que a disponibilizagio é o
importante passo para o recuo no numero de
mortes e casos graves da doenca COVID-19, além
do controle da pandemia de forma geral. No
entanto, por ser um virus de RNA e por
consequeéncia da sua taxa de transmissao, o SARS-
CoV-2 apresenta alto grau de mutagio, existindo
até entdo uma diversidade de variantes que nio
cessam em surgir [4]. E reconhecido que essas
variantes podem acarretar neutralizacio reduzida
por anticorpos gerados por infeccio ou vacinagio
anterior, interferéncia generalizada com alvos de
teste de diagndstico, potencial impacto no
diagnostico clinico, aumento na transmissio e
gravidade da doenga, entre outros [3]. Diante
dessas mutagOes, existe uma preocupagio em
relacio a continuidade da eficicia da vacinacdo, ji
que as variacoes podem causar neutralizacio
reduzida por anticorpos gerados por infeccio ou
vacinacao anterior.

Nesse contexto, compreender o impacto
da variabilidade genética do SARS-CoV-2 frente a
vacinacio na populacio brasileira ¢ um esforco de
utilidade tanto para compreensio geral da
evolucio do SARS-CoV-2 frente ao sistema imune
humano, quanto, por consequéncia, para o
desenvolvimento de vacinas, levando em
consideracdo a importancia de regioes epitopas
de MHC-I e II. Além disso, a presente pesquisa
teve como foco a selecio de sequéncias
brasileiras, enfoque que nio foi encontrado até o
momento em nenhuma pesquisa

Dessa forma, tendo em vista que a
vacinaco atualmente disponivel para SAR-CoV-2
nao induz apenas anticorpos neutralizantes, mas
também respostas de células T CD4+ e CD8+
especificas para SARS-CoV-2 [5], o presente

trabalho teve como objetivo analisar a
variabilidade genética do SARS-CoV-2 e seus
possiveis impactos frente a vacinagio na
populagdo brasileira através da investigacio de
mutacoes em epitopos de reconhecimento de
MHC I e II localizados na regido do gene em que
a vacina AZD1222 foi projetada.

METODOS

SELECAO DE EPITOPOS

Os epitopos de MHC-I e II alvos da
anilise, foram selecionados através de revisio da
literatura e através de coleta no banco de dados
de epitopos Immune Epitope Database [6], que €
um banco disponivel gratuitamente que cataloga
dados experimentais sobre anticorpos e epitopos
estudados em humanos, primatas nio humanos e
outras espécies animais no contexto de doencas
infecciosas, alergia, autoimunidade e transplante.
A selecdo no banco de dados [6] foi baseada nos
epitopos localizados dentro do Gene S que
tenham sido abordados com mais frequéncia em
estudos com experimentos obtendo resultados
positivos. A escolha por epitopos localizados no
Gene § se dd pelo fato de que a vacina AZD1222 é
baseada no mesmo.

SELEGAO E COLETA DE SEQUENCIAS

Foram coletadas sequéncias genomicas
de amostras do SARS-CoV-2 sequenciadas no
Brasil para avaliacdo. As referidas sequéncias
foram selecionadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) disponivel no
seguinte site: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, que
¢ uma pdgina inicial que inclui diversos recursos
e dados, e serd levado como critério de selecao a
preferéncia por sequéncias que nio possuam
bases nao identificadas. Ja as coletadas das
sequéncias foram realizadas no Genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ e GISAID
https:/gisaid.org/ , duas plataformas que
funcionam como banco de dados em que todas as
sequéncias mundiais sio depositadas a fim de
compartilhar o conhecimento sobre a genética
dos organismos.
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ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS

Ap6s a selecio das sequéncias, foram
realizados os alinhamentos multiplos para
nucleotideos e proteinas utilizando o programa
MEGA versio 10 (https://www.megasoftware.net/)
e comparadas com a sequéncia referéncia
utilizada no desenvolvimento da vacina AZD1222,
de identidade NC_045512.2, coletada no
Genbank, a fim de identificar possiveis mutacoes
em regioes de epitopos selecionados.

ANALISE DE EPITOPOS PARA MHC

A andlise dos epitopos para a
determinacio de possiveis impactos das
alteracoes de aminodcidos de epitopos para o
MHC I e II foi realizada no Immune Epitope
Database [6]. Além de ser um banco de dados, o
IEDB oferta recursos uteis para a andlise dos

Tabela 1. Epitopos selecionados

epitopos, dentre eles, o aqui utilizado para andlise
de imunogenicidade.

RESULTADOS

Na primeira etapa deste trabalho, foram
selecionados mais de 20 epitopos de MHC I e 1II.
Para isso, foram considerados os epitopos mais
bem posicionados levando em consideracio o
maior ndmero de ensaios positivos. Apds essa
sele¢do, os epitopos foram localizados dentro da
sequéncia proteica da Vacina AZD1222. Os
epitopos nio encontrados, ou seja, que faziam
parte de outra regido, foram excluidos. A tabela 1
expoe os epitopos selecionados e suas
caracteristicas.

MHC-1 MHC-II
YLQPRTFLL NLLLQYGSFCTQLNR
QYIKWPWYI SFIEDLLFNKVTLAD
LTDEMIAQY CTFEYVSQPFLMDLE
NYNYLYRLF TDEMIAQYTSALLAG
KCYGVSPTK YAWNRKRISNCVADY
KIADYNYKL LKPFERDISTEIYQA
TNFTISVIT HWFVTQRNFYEPQII
VVVLSFELL LQPELDSFKEELDKY
TLDSKTQSL RFASVYAWNRKRISN

SASFSTFKCYGVSPT

Fonte: Elaboracio propria (2024)

Em seguida se deu a etapa de selecao e
alinhamento das sequéncias que possibilitaram a
andlise do Gene S, e em seguida a conversao para
aminodcidos e andlise da proteina S. Ao total
foram alinhadas 500 sequéncias. A sele¢io das
sequéncias seguiu os critérios definidos na
metodologia, como, por exemplo, preferéncia

por sequéncias que nio possuiam bases nio
identificadas.  Além  disso, diante  da
disponibilidade de informagdes das variantes mais
frequentes por periodo no GISAID (8], foram
selecionadas sequéncias das 5 variantes mais
predominantes por més, dentro do periodo de
fevereiro a junho de 2023, sendo elas:
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Tabela 2. Variantes mais predominantes de acordo com cada més

Fevereiro Marco Abril Maio Junho
XBB.2.3 XBB.1.5 XBB.1.5 XBB.1.5 XBB.1.5
XBB.1.5.102 XBB.1.9.1 XBB.1.9.1 XBB.1.9.1 XBB.1.9.1
XBB.1.18.1 BQ.1.1 XBB.1.16 XBB.1.16 XBB1.16
XBB.1.5 BAS XBB.1 XBB.2.3 XBB.2.3
XBB.1.5.86 CH.1.1 XBB.2.3 XBB.1.16.1 XBB.1.16.1

Fonte: Elaboragdo propria a partir de dados do GISAID (2023)

A andlise resultou na identificacio de mutacdo foi o SASFSTFKCYGVSPT, conforme
mutacoes em 6 dos epitopos selecionados. O mostra a Tabela 3.
epitopo que apresentou mais variacoes de

Tabela 3. Mutagoes em epitopos selecionados

Nota: I= Isoleucina, T= Treonina, A = Alanina, K = Lisina, M = Metionina, V= Valina, N = Asparagina, D =
Aspartato, L. = Leucina Y= Tirosina, Q= Glutamina, F= Fenilalanina, R= Arginina, P= Prolina, E= Acido
Glutamico.

Epitopos Mutacoes
MHC -1 YLQPRTFLL YLQPRTFL-
MHC I QYIKWPWYI QIKWPWYI
MHC -1 NYNYLYRLF NYNYRYRLF
MHC -I KIADYNYKL NIADYNYKL
MHC-II RFASVYAWNRKRISN KFASVYAWNRKRISN TFASVYAWNRKRISN
MHC-II SASFSTFKCYGVSPT FAPFFAFKCYGVSPT LAPFFTFKCYGVSPT

Fonte: Elaboracio propria (2024)

Seguindo para a préxima etapa, apos Portanto, foi elaborada uma tabela com os
andlise conforme descrita na metodologia, alguns epitopos que apresentaram diferenca de
dos epitopos  selecionados  apresentaram imunogenicidade.

diferenca de imunogenicidade quando mutados.

Tabela 4. Imunogenicidade dos epitopos mutados

Epitopos originais Imunogenicidade
Original NYNYRYRLF 783
Mutado NYNYLYRLF 171
Original FAPFFAFKCYGVSPT 3.996
Mutado LAPFFTFKCYGVSPT 3.966

Fonte: Elaboracio prépria (2024)

A partir desse resultado, surgiu a funcional. No entanto, foi observado que alguns
hipétese de que os epitopos que permaneceram epitopos, mesmo quando tiveram aminodcidos
com os mesmos valores de imunogenicidade, trocados por outro de outro grupo funcional,
seriam epitopos que tiveram seus aminodcidos permaneceram com oS mesmos valores de
trocados por aminoicidos do mesmo grupo imunogenicidade. Por exemplo, o epitopo
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KIADYNYKL que teve uma Lisina de caracteristica
polar bisica trocada por uma Asparagina de
caracteristica polar dcida.

Em todos o0s casos, os epitopos se
tornaram menos imunogénicos, ou
permaneceram iguais, nio havendo epitopos que
se tornaram mais imunogenicos.

DISCUSSAO

Os CoVs pertencem a subfamilia
coronavirinae da familia coronaviridae, e sio
subdivididos em quatro géneros: alfa, beta, gama
e delta - CoVs [9]. Sdo virus envelopados que
possuem capacidade de infectar os sistemas
respiratdrio, gastrointestinal, hepitico e nervoso
central de humanos [10]. Além disso, é muito
investigado a variacao dos quadros de acordo com
o perfil genético e clinico dos individuos [11].

Aqui analisamos epitopos de MHC-I e
MHC-II localizados dentro do gene S do SARS-
CoV-2 que sintetiza a proteina Spike [12].
Podemos caracterizar 0s epitopos como como
trechos especificos dos antigenos que sio
reconhecidos pelos anticorpos, pois a partir da
complementaridade estrutural e afinidade entre
residuos do epitopo do antigeno e do anticorpo
acontece o reconhecimento que desencadeiam na
resposta imune [13].

A escolha por epitopos localizados
dentro da proteina Spike se deu, pois, a vacina
selecionada para andlise dos epitopos na presente
pesquisa € uma vacina que tem como tecnologia
aplicada um vetor viral, o adenovirus, que infecta
chimpanzés, sendo manipulada geneticamente e
inserido justamente o gene da proteina “Spike”
(proteina “S”). A vacina em questdo, a AZD1222,
foi umas das quatro primeiras a serem autorizadas
pela Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria
(Anvisa) para a imunizacgio da populagio
brasileira e foi desenvolvida pela AstraZeneca em
parceria com a universidade de Oxford, e no
Brasil é produzida pela Fundacao Oswaldo Cruz
[14].

Nosso estudo encontrou uma diminuicio
da imunogenicidade de alguns epitopos ap0s
mutacio. A imunogenicidade estd relacionada a
capacidade respondedora para a proteina
recombinante, reatividade de anticorpos

especificos contra o peptideo. Portanto, vacinas
baseadas nos epitopos dessas novas cepas nio
seriam mais imunogénicas que as baseadas nas
primeiras. Isso demonstra que o virus perdeu
capacidade imunogénica, acredita-se que isso
poderi facilitar o escape do reconhecimento pelas
respostas  imunoldgicas humanas conforme
descrito por Tarke et al, (2021) em estudo
semelhante ao aqui realizado [15].

Os virus constituidos de RNA sio
suscetiveis a apresentar altas taxas de mutacoes
durante a replicacio do genoma [16]. Além disso,
a rapida disseminacao de SARS-COV-2 em escala
mundial levantou questoes, como se sua evolugio
¢ impulsionada por mutagoes [17]. No geral, sabe-
se que as mutacoes ajudam o virus a evoluir para
uma versio melhor de si, podendo fazer com que
se encaixe melhor em seu ambiente, escapando,
por exemplo, da vigilincia imunoldgica das
células hospedeiras.

Saha et al., (2020) também aponta que
obter informacdes sobre locais de mutacoes nas
sequéncias e frequéncia de tais, ajuda a
correlacionar o significado dessas mutagoes com
a evolucio e viruléncia do virus. Nossos
resultados contribuem para a compreensio geral
da evolucio do SARS-CoV-2 frente ao sistema
imune humano [4]. A capacidade do virus de se
tornar menos imunogénicos reforca que uma
primeira infeccio nao € suficiente para imunizar
individuos ao longo do tempo e que essas
mudangas podem diminuir o reconhecimento
desses epitopos.

Além disso, a0 longo desses anos, surgiu
no Brasil uma hesitacao vacinal advinda da ideia
de que a propria infecgio pelo virus seria
suficiente para tornar o individuo imunizado [18].
Nossos resultados vdo em contrapartida, e
reforcam a necessidade da continuagio de
esforcos no sentido de conscientizacio sobre a
vacinagao, quanto o incentivo para pesquisa e
construgdo de novas vacinas com novas
tecnologias, permitindo a elaboracio de novas e
melhores construgoes vacinais.

Em nosso trabalho nos atemos a
selecionar apenas sequéncias coletadas no Brasil
levando em consideracio esse contexto mundial
de escassez desses dados, e apesar de nio termos
encontrado associacio entre a diversidade de
grupos funcionais dos aminodcidos e a variacio
de imunogenicidade dos epitopos, encontramos
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um estudo de Tarke et al., (2021) que identificou
através de andlise bioinformitica que 93% dos
epitopos permanecem conservados em fungio
mesmo diante das mutacoes. Apesar do seu
estudo ndo ter sido com foco em sequéncias
brasileiras, seus resultados se assemelham aos
nossos, ji que apenas 4% dos epitopos que
analisamos sofreram alguma alteracio na sua
imunogenicidade [15].

Ressalta-se ainda que o relevante estudo
de Tarke et al., (2021) utilizou também, além de
outros, 0 mesmo recurso para a realizacio da
anilise de imunogenicidade, o IEDB [15]. Além
disso, Ramesh (2021) ao fazer um apanhado geral
sobre as variantes e as implicacoes na resposta
imune humana, aponta que, 2 medida que a
infeccio se espalhou pelo mundo, houve um
aumento no nimero de multiplas variantes do
SARS-CoV-2, e que até o decorrente ano de sua
pesquisa, quatro variantes continuavam sendo
uma grande preocupacio: Alfa, Beta, Gama e
Delta. Pois aumentaram a taxa de infecglo,
modificaram a  poténcia dos anticorpos
neutralizantes e, assim, comprometem a eficicia
davacina. Reforcando ainda que uma vacina eficaz
contra o COVID-19 exige anticorpos
neutralizantes e um componente celular acionado
por Th1 [3].

CONCLUSAO

Aqui neste trabalho que se propos
analisar a variabilidade genética do SARS-CoV-2 e
seus possiveis impactos frente a vacinacio na
populagdo brasileira através da investigacio de
mutacoes em epitopos de reconhecimento de
MHC I e II localizados na regido do gene em que
avacina AZD1222 foi projetada, e identificacio de
possiveis  alteracoes  nas  ligacoes  de
reconhecimento de epitopos, foram encontradas
mutacoes em dois epitopos que impactaram na
imunogenicidade deles. O epitopo NYNYRYRLF
de MHC — I teve sua imunogenicidade reduzida
de 783 para 171, enquanto o epitopo
FAPFFAFKCYGVSPT de MHC - 1II teve sua
imunogenicidade reduzida de 3.996 para 3.966.
Esses resultados mostram a importancia de
esforcos no sentido de producio de novas vacinas
com novas tecnologias, em especial aquelas

voltadas para infeccoes causadas por virus de alta
mutacdo, como é o caso do SARS-CoV-2, assim
como a conscientizacio da populagio sobre a
importancia da continuacio da imunizagio com
novas doses da vacina.
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