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RESUMO

O rapido agravamento da pandemia da COVID-19 impulsionou o desenvolvimento
de plataformas vacinais de facil edicdo, como as vacinas de DNA multiepitopo.
Nesse cenario, € interessante investir em construcdes vacinais para comparar as
estratégias vacinais com ampla conservacgao de epitopos e capacidade de cobertura
populacional. O presente estudo objetivou construir antigenos multiepitopo do
SARS-CoV-2, para producdo de vacinas de DNA a partir de duas abordagens:
epitopos descritos na literatura (I) e preditos a partir da sequéncia de referéncia (lI).
A abordagem | utilizou epitopos das proteinas S e N disponiveis na literatura que
foram clonados in silico e verificados quanto aos seus valores de imunogenicidade,
conservacgao, cobertura populacional e docking molecular. A construcao vacinal com
> 90% de cobertura incluiu 15 epitopos conservados com potencial imunogénico e
gue conseguiram se ancorar na fenda dos HLAs. Para a abordagem Il foi feita a
predicdo e andlise de epitopos das proteinas estruturais, nsP1 e acessorias para
identificar aqueles 100% conservados, com maiores valores de cobertura
populacional e ancorados nos HLAs. Foram preditos entre 36 e 420 epitopos por
proteina. Apds as analises, 25 epitopos compuseram essa constru¢cdo com 53,4%
de cobertura. Portanto, este estudo gerou diferentes conjuntos de epitopos capazes
de cobrir diferentes populacdes sendo destacada a segunda construcdo que
conseguiu se manter totalmente conservada mesmo diante das variantes

emergentes com potencial para validacao futura em estudos in vitro e in vivo.

Palavras-chave: COVID-19; profilaxia; multiepitopo; variantes.



ABSTRACT

The rapid worsening of the COVID-19 pandemic has spurred the development of
easy-to-edit vaccine platforms, such as multiepitope DNA vaccines. In this scenario,
it is interesting to invest in vaccine constructs to compare vaccine constructs with
broad epitope conservation and population coverage capacity. The present study
aimed to construct SARS-CoV-2 multiepitope antigens for the production of DNA
vaccines using two approaches: epitopes described in the literature (I) and predicted
from the reference sequence (ll). The approach | used epitopes of S and N proteins
available in the literature that were cloned in silico and verified for their
immunogenicity, conservation, population coverage, and molecular docking values.
The vaccine construction with > 90% coverage included 15 conserved epitopes with
immunogenic potential that were able to anchor in the HLA cleft. For approach lI,
prediction and analysis of epitopes of structural, nsP1 and accessory proteins was
performed to identify those 100% conserved, with higher population coverage values
and anchored in HLAs. Between 36 and 420 epitopes per protein were predicted.
After analysis, 25 epitopes composed this construction with 53.4% coverage.
Therefore, this study generated different sets of epitopes capable of covering
different populations, highlighting the second construction that managed to remain
fully conserved even in the face of emerging variants with potential for future

validation in in vitro and in vivo studies.

Keywords: COVID-19; prophylaxis; multiepitope; variants.
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1 INTRODUCAO

A partir do inicio de 2020, diversos paises do mundo, entre eles o Brasil,
notificaram um elevado nimero de casos de infeccdo e morte pelo Coronavirus da
Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2) promovendo a doenca que foi
denominada como COVID-19. Por se tratar de um virus respiratério que se
dissemina facilmente e nos casos mais graves leva até a morte, a producdo de

vacinas torna-se uma forma importante de auxiliar no controle da pandemia.

Ja existem estratégias vacinais licenciadas e sendo desenvolvidas que
utilizam virus atenuado, vetor viral, subunidades, DNA, RNA entre outras. Apesar
disso ha uma limitacdo no que se refere ao desenvolvimento de vacina de facil
edicdo e baixo custo utilizando antigenos sintéticos multiepitopo que incluam
simultaneamente proteinas estruturais, ndo-estruturais (nsPs) e acessorias capazes
de se manter conservadas em relagdo as novas variantes que vem surgindo

constantemente por se tratar de um virus de RNA com alta transmissibilidade.

Nesse contexto, estudos relacionados a construgdo de antigeno sintético a
partir da triagem de epitopos das proteinas do SARS-CoV-2 detectados por predicédo
computacional tornam-se importantes por utilizar dados ja acurados. Dessa forma, é
possivel selecionar peptideos que contribuam para o aumento da eficacia e da
imunogenicidade em relacdo as vacinas que estdo em desenvolvimento. O processo
que envolve a predicdo desses peptideos apresenta baixo custo pois as analises
sdo realizadas a partir de softwares gratuitos. Assim, o presente trabalho buscou
construir antigenos sintéticos multiepitopo para células T e B a partir de predigbes e
analises computacionais que garantam epitopos conservados as novas variantes
como estratégia vacinal contra COVID-19, tendo como plataforma-alvo as vacinas de
DNA.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Construir antigenos sintéticos contendo epitopos de proteinas estruturais, nao-

estruturais e acessorias do SARS-CoV-2.
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1.1.2 Objetivos especificos
1 Triar os epitopos das proteinas estruturais, ndo estruturais e acessorias;

2 Selecionar os epitopos para células T e B com maiores taxas de afinidade de
ligacdo, antigenicidade, diversidade de HLAs e imunogenicidade;

3 Delimitar os epitopos que apresentam maior conservacao dentro de um conjunto

de peptideos virais e 0os que tiveram maior cobertura populacional;
4 Selecionar linkers e adjuvantes para a construcao do antigeno sintético;

5 Construir antigeno sintético multiepitopo baseado nos epitopos triados para
células T e B;
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SITUACAO CRITICA DA COVID-19 NO MUNDO

No final de dezembro de 2019 um surto de pneumonia surgiu na regiao de
Wuhan, localizada na China (ZHU et al., 2020). Um novo virus da Sindrome
Respiratéria Aguda Grave denominado de SARS-CoV-2 foi identificado como o
agente causador destas infeccOes, sendo a doenca denominada pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) como COVID-19 (WHO (1), 2020). Em pouco tempo essa
infeccdo se expandiu por diversos paises e atualmente se encontra em todo o
mundo atingindo milhdes de pessoas e ja tendo causado milhares de mortes
(JOHNS HOPKINS UNIVERSITY AND MEDICINE, 2022). No Brasil ha cerca de 26
milhdes de casos confirmados, desse total o nordeste estd sendo caracterizado
como a segunda regido do pais como maior parcela de casos de COVID-19
(BRASIL, 2022).

Diante da situagao rapidamente agravada a nivel mundial, a OMS declarou no
més de marco de 2020 que a COVID-19 estava em situacao de pandemia (WHO (3),
2020). A partir disso, diversas medidas preventivas foram adotadas pelas nacdes
para conter o quadro da doenca nos seus paises, como uso de mascaras, reducao
de contato fisico com a boca e nariz, distanciamento e isolamento social (WHO (2),
2020) e a vacinacdo. Esta ultima medida foi iniciada a partir de 2021 e até o
momento ja existem 33 vacinas aprovadas ao redor do mundo (COVID-19 VACCINE
TRACKER, 2022). Sua eficacia péde ser observada principalmente na reducao dos
nameros de mortes associados a COVID-19 coincidindo com o periodo apls a
liberacdo da vacinacdo, ainda que novas ondas epidémicas tenham emergido
(JOHNS HOPKINS UNIVERSITY AND MEDICINE, 2022).

2.2 SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 corresponde a um virus da familia Coronaviridae, género
Betacoronavirus, tendo como caracteristicas ser um virus envelopado contendo RNA
de fita simples no sentido positivo. O seu genoma € formado por genes reguladores
de proteinas estruturais, ndo-estruturais (nsPs) e acessorias (Figura 1). As proteinas

estruturais, S (Proteina Spike, “Spike protein”), M (Proteina da membrana,
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“‘Membrane protein”), E (Proteina do envelope nuclear, “Envelope protein”) e N
(Proteina do nucleocapsideo, “Nucleocapsideo protein”) formam as proteinas do
envoltorio e material genético do virus. As proteinas ndo-estruturais (nsPs 1 a 11)
séo responsaveis pelos processos de transcricdo, traducao e replicacdo do RNA. As
proteinas acessorias (ORF3a, ORF7a, ORF7b, ORF8 e ORF10) sdo associadas a
montagem do virus (GUO et al., 2020; PHAN, 2020).

Figura 1 - Esquema demonstrando proteinas do SARS-CoV-2 e localizagéo dos genes codificadores
das proteinas ndo-estruturais (nsPs) nas ORF1a e ORFL1b, estruturais (S, M, E N) e acessorias
(ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 e ORF10). Fonte da imagem: Instituto de Ciéncias Basicas da

Coreia do Sul.
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Fonte: Disponivel em: https://www.ibs.re.kr/eng.do e https://biotechmagazineandnews.com/nuevo-
mapa-genetico-del-sars-cov-2/amp/.

Uma das caracteristicas do SARS-CoV-2 é a semelhanca do seu genoma
(79,5%) com outros virus respiratérios do mesmo género que causou um surto
epidémico em 2002, o SARS-CoV (GUO et al., 2020, YIN; WUNDERINK, 2018).
Assim como outros coronavirus, o ciclo de reproducdo (Figura 2) se inicia pelo
reconhecimento da proteina Spike a Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ACE2).
Esta se liga a porcdo da Spike denominada de Dominio de ligacdo ao Receptor
(RBD) e com o auxilio da Protease Serina Transmembrana 2 (TMPRSS2) e furina
promovem a clivagem proteica e fusdo do virus na membrana celular (HOFFMAN et
al., 2020). Por conseguinte, ocorre a remocdo do envelope viral e liberacdo do RNA
gendmico que por ser de sentido positivo diretamente é traduzido e replicado dando
origem as proteinas e RNA gendmico, respectivamente. Apdés a formacdo das
proteinas e do material genético viral, o Reticulo endoplasmatico e Complexo de

Golgi realizam o papel de montagem e liberacdo do virus ao unir 0 genoma ao


https://www.ibs.re.kr/eng.do
https://biotechmagazineandnews.com/nuevo-mapa-genetico-del-sars-cov-2/amp/
https://biotechmagazineandnews.com/nuevo-mapa-genetico-del-sars-cov-2/amp/
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envelope viral proteico e liberar o virion recém-formado (FELSENSTEIN et al., 2020,
GUO et al., 2020; TROUGAKOS et al., 2021).

Figura 2 - Ciclo de reproducédo do SARS-CoV-2. 1. Inicialmente o virus faz o reconhecimento celular
por meio de um receptor de membrana denominado ACE2 que se fusiona com a proteina Spike e
promove a entrada do virus na célula apds a clivagem proteica feita pelas TMPRSS2 e furina. 2. Em
seguida ocorre a remocao do envelope viral e liberacdo do RNA gendmico de sentido positivo. 3. De
modo que diretamente a poliproteina ORF1lab é traduzida. 4. A partir disso, a RNA polimerase RNA-
dependente formada realiza a transcricdo e replicagdo do material genético em RNA gendmico e
RNAs subgendmicos correspondentes as proteinas estruturais (S, M, E e N) e acessorias (ORFs 3, 6,
7a, 7b, 8 e 10). 5. Estas proteinas sao direcionadas ao Reticulo Endoplasmatico (RE) rugoso que
realiza a construgéo do virion unindo o RNA gendmico as proteinas virais. 6. A partir disso, esses
virions sdo encapsulados por vesiculas do Complexo de Golgi e exocitados na superficie de
membrana. 7. Apés isso ocorre a liberacdo do virus. Fonte da imagem: Instituto de Ciéncias Bésicas
da Coreia do Sul (adaptada).
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Fonte: Disponivel em: https://www.ibs.re.kr/eng.do e https://biotechmagazineandnews.com/nuevo-
mapa-genetico-del-sars-cov-2/amp/.

Diante da expanséo do virus para diferentes continentes e do surgimento de
diversas variantes (PARK et al., 2020) a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as
categorizou em dois grupos, variantes de preocupacao e de interesse. Variantes de
Preocupacdo (VOCs, em inglés “Variants of Concern”) sdo as mutacbes que
impactam a transmissibilidade viral e diminuicdo da eficacia de medidas profilaticas e
sociais. Alguns exemplos de VOCs sao Alpha (B.1.1.7) do Reino Unido, Beta
(B.1.351) da Africa do Sul, Gamma (P.1) do Brasil, Delta (B.1.617.2) da india e


https://www.ibs.re.kr/eng.do
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Omicron (B.1.1.529). J& as Variantes de Interesse (VOls, em inglés “Variants of
Interest”) sdo as mutacdes que estdo relacionadas com a transmissdo viral em
grupos, escape do sistema imune e impacto no nivel de gravidade como, por
exemplo, a variante Lamda (C.37) do Peru. Alguns exemplos de outras variantes que
ja estiveram sobre monitoramento da OMS sdo Eta (B.1.525) descoberta
inicialmente na Nigéria, lota (B.1.526) dos EUA, Kappa (B.1.617.1) da india e Zeta
(P.2) do Brasil (EALES et al, 2021; GARCIA et al., 2021; GUPTA, 2021;
HUTCHINSON; WILLIAMS; STONE, 2021; OZER et al., 2021; TOOVEY et al., 2021;
WEBB et al., 2021, WHO, 2022). O surgimento de novas variantes pode limitar a
elevada eficacia de das vacinas que foram produzidas a partir das cepas iniciais do
SARS-CoV-2. E possivel também prejudicar o diagnoéstico que era realizado a partir
de sintomas caracteristicos da COVID-19, comuns nas primeiras cepas, visto que
podem surgir novos sintomas desconhecidos ou semelhantes a outras doencas

conhecidas.

2.3 SINTOMAS E RESPOSTA IMUNOLOGICA A INFECCAO DO SARS-CoV-2

A infeccdo do Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2 pode
causar febre alta, tosse e falta de ar (HUANG et al., 2020) entre outros sintomas, 0
gue pode levar a necessidade de internacdo nas Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs) para o uso de ventiladores mecanicos (WU; MCGOOGAN, 2020) ou

intubacao, e nos casos mais graves pode causar morte (HUANG et al., 2020).

Por se tratar de uma infec¢do viral, o percurso dos virus diante da reacédo do
sistema imunolégico, em geral, ocorre por meio da fagocitose por macrofagos e
células dendriticas. Estas carregam o virus até os linfonodos para apresentacdo do
patégeno e, consequentemente, ativagdo das células T (CT) e B (LOPES; AMARAL,
2011). Porém, esse novo coronavirus consegue manipular o sistema imune de
diferentes formas (Figura 3). Nesse processo infeccioso, os macréfagos sao capazes
de atuar, mesmo expressando ACE2 em menor proporgao, ao fagocitarem porg¢des
do virus. Contudo, o antigeno viral consegue reverter a situagdo ao induzir a
expressao elevada de interleucinas do tipo 18 e 6 e TNFa e inibir IFNs do tipo 1, o
que limita a atuacdo do STAT na resposta antiviral (FELSENSTEIN et al., 2020).

Esse fenbmeno de superexpressao de citocinas é denominado de tempestade de
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citocinas e traz consequéncias prejudiciais ao individuo infectado devido gerar uma

cascata de reacdes pro-inflamatodrias descontroladas.

Figura 3 - Formas de evasédo do sistema imunoldgico realizadas pela infeccdo do SARS-CoV-2. a) A
primeira forma de limitar a infeccao desse coronavirus em macrofagos é pelo fato deles geralmente
expressarem menos a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2). b) Contudo receptores Fcy
possuem a capacidade de permitir a infec¢éo de particulas virais quando os anticorpos nao forem
capazes de neutralizar esse patogeno. c) e d) Apds a formacéo dos virions, estes também sao
capazes de inibir o IFN tipo | nessas células, de modo que também induzem a expresséo de citocinas
pro-inflamatérias, como TNFa e interleucinas do tipo 1B e 6 desencadeando em uma tempestade de
citocinas. €) Como IFN tipo | é inibido, STAT por conseguindo tem sua atuagdo limitada. f) A
expressdo das citocinas supracitadas tende a aumentar por meio de feedback positivo.
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Fonte: FELSENSTEIN et al. (2020) (modificado).

Estudos mostram que as proteinas do coronavirus estédo relacionadas com a
resposta imunoldgica, como a proteina S que realiza o primeiro contato com a célula
e pode ativar resposta celular e humoral ao se ligar aos anticorpos, 0 que pode
justificar ser uma das proteinas mais utilizadas no desenvolvimento de vacinas
contra COVID-19 (DAGOTTO; YU; BAROUCH, 2020; SONG et al.,, 2019). As
proteinas de membrana (M) e do nucleocapsideo (N), por sua vez, possuem
potencial para interacdo com as células hospedeiras visto que contém diversos sitios
de fosforilagdo controlados por quinases que podem auxiliar na replicacdo viral
(TIMMERS et al., 2021; BOUHADDOU et al., 2020). Enquanto a proteina do
envelope (E) ao se fusionar com a membrana libera o virion da célula (KUO;
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HURST; MASTERS, 2007; TIMMERS et al.,, 2021) permitindo que o0 neo-antigeno

seja exposto aos linfocitos.

Entre as proteinas nao-estruturais a nsP1 foi identificada uma associacao
com a evasao do sistema imunolégico (BOUHADDOU et al., 2020; THOMS et al.,
2020). No que diz respeito as proteinas acessérias, a ORF3a, ORF6 e ORFS8
possuem associagcdo com o desencadeamento da tempestade de citocinas e
inibicdo de interferon, respectivamente (ISSA et al., 2020; JIN-YAN et al., 2020; SIU
et al., 2019; TAN et al., 2005; TIMMERS et al., 2021). Ja as proteinas ORF7a e
ORF10 sédo capazes de afetar a resposta imune por meio de glicosilacbes e
interferéncia na degradacéo viral, respectivamente (TAYLOR et al., 2015; TIMMERS
et al., 2021; HASSAN et al., 2020), enquanto os fragmentos intracelulares de origem
viral possuem relagdo com a ORF7b (HASSAN et al., 2020).

2.4 MEDIDAS PROFILATICAS E TERAPEUTICAS PARA COMBATE A COVID-19

O desenvolvimento de vacinas é uma das medidas necessarias para evitar o
agravamento da pandemia (CHEN et al., 2020, REHMAN et al., 2020). Tendo em
vista que elas sao capazes de fornecer uma protecéo duradoura a partir ativacao de
células T efetoras para eliminar o patégeno antes que ele possa se disseminar e
sofrer mutacBes e a partir da producdo de memaria imunologica para combater
rapidamente o microrganismo invasor em caso de novos contatos com ele (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011). Assim, estudos que tenham como finalidade o
desenvolvimento de vacina contra COVID-19 capaz de cobrir diferentes variantes

emergentes sao relevantes no cenario atual.

Apesar de terem sido desenvolvidas vacinas contra 0 novo coronavirus, como
a de virus atenuado (patégeno modificado para ter baixa viruléncia), de virus
inativado (patdégeno morto), de peptideo, de subunidades (fragmentos virais) e de
acidos nucleicos (DNA ou RNA) (LURIE et al., 2020). A vacina de DNA da INOVIO
(2020) é uma das poucas gque ja chegou ao estagio clinico | e a da Zydus Cadila
(2021) foi autorizada para uso emergencial na india. Essa estratégia vacinal
apresenta vantagens em relacdo aos demais como, producdo rapida e de baixo

custo e estabilidade (KIM; JACOB, 2009). Esses fatores sado importantes na situacao
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de crise econbmica e da saude atual e por se tratar de uma molécula de dupla fita,
que € termoestavel. Esse aspecto facilita a locomocdo da vacina para diversos
lugares sem degradar o material facilmente. Além disso, 0 uso de mecanismos da
propria célula para producdo do complexo peptideo-MHC, aspecto importante na
ativacao dos linfocitos T e B, é responsavel por gerar a resposta imune celular e
humoral, respectivamente (SAADE; PETROVSKY, 2012).

2.5 ENSAIOS IN SILICO PARA DESENVOLVIMENTO DE ANTIGENO SINTETICO
COMO ESTRATEGIA VACINAL CONTRA COVID-19

Diante da situacdo de pandemia, além do sistema de saude se encontrar
sobrecarregado (POSTON; PATEL; DAVIS, 2020) a falta de recursos financeiros e a
necessidade de producéo de dados em pouco tempo que auxiliem a producéo de
estratégias vacinais, configuram um quadro importante para a producdo de estudos
in silico, por exigirem pouco custo e serem feitos em menor tempo (KHAN et al.,
2018). Dessa forma, trabalhos que envolvam, por exemplo, predicbes
computacionais de epitopos, menor por¢cdo do agente infeccioso capaz de induzir
resposta imune de células B e T (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011), surgem como
uma metodologia alternativa importante na minimizacdo desses obstaculos ao fazer
simulacgdes in silico da capacidade de inducéo da resposta do sistema imunologico
diante da infecgdo do SARS-CoV-2 (REHMAN et al., 2020).

O uso de servidores computacionais gratuitos permite que sejam reduzidos
tempo e dinheiro gastos com materiais de laboratdrio necessarios para a realizacéo
dos sucessivos testes in vitro e in vivo, até atingir resultados precisos e efetivos na
producdo de vacinas. A partir desses dados in silico € possivel direcionar os testes
em laboratério para alvos que ja tém o potencial imunogénico efetivo, desse modo,
reduzindo o tempo que seria gasto em ensaios experimentais testando diversos
componentes antigénicos que apresentam maiores potenciais de inducdo de
resposta imune, como o0s epitopos. Nesse contexto as ferramentas de
imunoinforméatica surgem como alternativas capazes de filtrar os epitopos com
maiores taxas de imunogenicidade diante dos alelos encontrados nas populagbes
mundiais, por exemplo (BUI et al., 2006), para compor constru¢cdes vacinais

multiepitopo.
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Estratégias vacinais baseadas em epitopos preditos in silico permitem a
flexibilizacdo no que concerne a escolha do que pode conter na sua construcao,
como quantidade multipla de epitopos (QAMAR et al., 2020); selecdo da resposta
imune a ser induzida, celular e/ou humoral (JAIN et al., 2021; LIVINGSTON et al.,
2002); adicao de sequéncias espacadoras (linkers) e adjuvantes (LI; PETROVSKY,
2017; PANDEY et al., 2018), triagem de epitopos com melhor desempenho filtrados
por ferramentas computacionais (KHAN et al., 2021); e selecdo de plataformas de
entrega, como moléculas de DNA ou subunidades (SAADE; PETROVSKY, 2012;
SLATHIA et al., 2013; KHAN et al., 2018). Além disso, constru¢cdes multiepitopos se
destacam em relacdo as estratégias convencionais por se limitarem as porcdes
imunogénicas do agente infeccioso gerando uma imunidade direcionada com
reducdo de efeitos colaterais e sem risco de replicacdo viral para quem recebe a
vacina (JAIN et al., 2021). Contudo, os estudos com constru¢des multiepitopo em
sua maioria ainda se encontram em fase de elaboracéo in silico ou testes pré-
clinicos in vivo e até 0 momento nédo é tido conhecimento da existéncia de vacinas

multiepitopo em fases clinicas.

Estudos que envolvam a construcdo de antigenos sintéticos a partir de
predicdo computacional de epitopos que incluam simultaneamente todos os grupos
de proteinas do SARS-CoV-2, estrutural, ndo-estrutural (nsP) e acesséria ainda sédo
escassos, principalmente se incluir esta Ultima categoria que esta relacionada com a
montagem do virus (ENAYATKHANI et al., 2021; KHAN et al., 2021; JAIN et al.,
2021).

Tratando-se de utilizar DNA como plataforma de entrega de construgdes
multiepitopo, existem trabalhos envolvendo outros agentes infecciosos, como
Brucella abortus e HIV (ESCALONA; SAEZ; ONATE, 2017; YANG et al., 2015). E
em relacdo a COVID-19 foram encontrados estudos que incluiram as proteinas S, N
e nsPs (RAJPUT et al., 2021), estruturais, nsPs e acessorias (JAIN et al., 2021),
estruturais e ORFla (ADAM, 2021), as nsPs e S (SAFAVI et al., 2020) ou de forma
isolada a proteina N (KUMAR et al., 2021), RBD da proteina S (JYOTISHA;
QURESHI, 2020) e proteina M (AYYAGARI et al., 2020). Apesar da existéncia dos
trabalhos supracitados nenhum analisou se 0s seus epitopos se mantiveram

conservados em relacdo as novas variantes.
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Assim, considerando a caracteristica de facil edicdo e construcdo de vacinas
multiepitopo carreadas por DNA para verificar e incluir facilmente peptideos
conservados as novas variantes é possivel aumentar a eficacia e imunogenicidade
diante dos demais tipos de vacinas. Isto € passivel de acontecer, pois existe a
possibilidade de testar todos os componentes do virus e a partir disso selecionar 0os
que sao capazes de induzir resposta imune mais completa ao conferir imunidade
celular e humoral por meio de uma plataforma considerada estavel e de facil
construgcdo, como a molécula de DNA que forma o plasmidio (LIU, 2011; SHANG et
al., 2020).

A selecdo desses epitopos ocorre a partir das predicdes realizadas por meio
de ferramentas computacionais baseadas, por exemplo, em aprendizagem de
maquinas que conseguem identificar em sequéncias proteicas, peptideos que
possuam caracteristicas de epitopos de resposta imune celular ou humoral. Além
disso, é possivel realizar andlises de imunogenicidade, agrupamento, conservacao
em relacdo a diferentes sequéncias das novas variantes, por exemplo, cobertura
populacional e simulacées de docking e dinAmica molecular com seus complexos de

imunohistocompatibilidade (MHCs).

A predicdo de epitopos de células T e B é feita para identificar epitopos
ativadores de células T (CD8+ e CD4+) e B a partir de uma sequéncia de proteina
de acordo com critérios de afinidade de ligagdo, comprimento, processamento e
eluicao de ligante. O Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB) é um
banco de dados e de ferramentas gratuito que faz predicées de epitopos seguindo
diferentes métodos que estdo detalhados no artigo de revisdo de autoria propria

mencionado no Apéndice A.

Entre suas ferramentas de predicdo estdo a MHC-I Binding Predictions

(http://tools.iedb.org/mhci/) para predigdo de epitopos de células TCD8* associadas

aos alelos de HLAs oriundos de MHC de classe | e MHC-II Binding Predictions

(http://tools.iedb.org/mhcii/) para predicdo de epitopos de células TCD4* associadas

aos HLAs de MHC de classe Il que se baseiam nos valores de percentil rank e

afinidade de ligacéo (IC50) do epitopo com o HLA.

Esses alelos de podem ser selecionados, por exemplo, pelo banco de dados

do IEDB que coleta os alelos mais frequentes denotados pelo Allele Frequency


http://tools.iedb.org/mhci/
http://tools.iedb.org/mhcii/
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Database (GONZALEZ-GALARZA et al., 2020). Este € um banco de dados que
informa todas as frequéncias dos alelos de HLAs encontradas a nivel mundial,
continental e nacional podendo filtrar até a nivel de grupos étnicos. Ja a Antibody

Epitope Prediction (http://tools.iedb.org/bcell/) é uma ferramenta para predi¢cdo de

epitopos de células B com base em seus valores de antigenicidade e a MHC-

Processing Predictions (http://tools.iedb.org/processing/) informa os epitopos com

potencial de processamento via TAP.

Além das predicbes também € possivel fazer andlises sobre os epitopos
triados, como andlise de imunogenicidade, agrupamento de sequéncias
semelhantes, conservacgao, cobertura populacional, docking e dinamica molecular.
Em relacdo a avaliacdo do potencial de inducdo de resposta imune de cada peptidio
ou complexo proteico pode ser que estipulada uma hierarquia de imunogenicidade
definida por scores entre cada epitopo ou do seu conjunto. Essa andlise pode ser
realizada pelas ferramentas Class I Immunogenicity
(http://tools.iedb.org/immunogenicity/) do IEDB e C-ImmSim (RAPIN et al., 2010).

Para evitar a sobreposicdo de epitopos com sequéncias semelhantes é feita a
etapa de agrupamento que relne o0s epitopos de acordo com a porcentagem de
semelhanca entre suas sequéncias de aminoacidos. Esse procedimento pode ser

feito pela ferramenta Epitope Cluster Analysis (http://tools.iedb.org/cluster/)

disponivel no IEDB. Ja para verificar a conservacdo dos epitopos diante de
diferentes sequéncias de proteinas de um mesmo microrganisSmo como, por
exemplo, as sequéncias das variantes, pode ser utilizada a ferramenta do IEDB

denominada Epitope Conservancy Analysis (http://tools.iedb.org/conservancy/).

Para mensurar os valores de cobertura populacional de cada epitopo e do
conjunto de epitopos de acordo com os valores da frequéncia alélica de HLAs
encontrados em cada populacao o IEDB disponibiliza uma ferramenta denominada

Population Coverage (http://tools.iedb.org/population/). Essa cobertura do conjunto

de epitopos € feita de acordo com uma andlise combinatéria realizada entre as

frequéncias individuais dos epitopos e sua associagdo a cada HLA.

E possivel também simular um docking (ancoragem) do complexo peptideo-
MHC em diferentes posi¢cdes para verificar a afinidade (energia) de ligacdo do
complexo. ClusPro (VAJDA et al., 2017), PatchDock (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et


http://tools.iedb.org/bcell/
http://tools.iedb.org/processing/
http://tools.iedb.org/immunogenicity/
http://tools.iedb.org/cluster/
http://tools.iedb.org/conservancy/
http://tools.iedb.org/population/
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al., 2005), HADDOCK 2.4 (DE VRIES; VAN DIJK; BONVIN, 2010), AutoDock 4.0
(http://autodock.scripps.edu/), CABS-dock (KURCINSKI et al., 2015), ZDOCK 3.0.2
(PIERCE et al.,, 2014) e PyRx (DALLAKYAN; OLSON, 2015) sao alguns dos

servidores e softwares gratuitos os quais essa simulacdo pode ser realizada. Além

disso, ao filtrar epitopos de interesse é possivel uni-los e construir um gene sintético
para que possa ser clonado in silico em um vetor de expressdo através do

SnapGene (https://www.snapgene.com/) constituindo uma vacina de DNA para

testa-la in vitro e in vivo. Assim, € possivel perceber que ha uma diversidade de
ferramentas e servidor para andlises de imunoinformética que podem ser utilizadas

no processo de construcéo in silico de estratégias vacinais.


http://autodock.scripps.edu/
https://www.snapgene.com/

32

3 MATERIAL E METODOS

Esse tépico foi separado em subtépicos descritos abaixo para as duas
diferentes abordagens utilizadas na construcéo dos antigenos sintéticos, | e Il, com o

objetivo de facilitar a leitura e compreensdo das etapas realizadas em cada
construcdo (Figura 4).

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Figura 4 - Fluxograma delimitando as diferentes etapas contidas nas constru¢des dos antigenos
sintéticos a partir de epitopos descritos na literatura denominada de Abordagem | e a partir da
sequéncia de referéncia do SARS-CoV-2 coletada em Wuhan — China denominada de Abordagem II.
Cada caixa representa uma etapa da construcao.

o

Abordagem | Abordagem Il
Selec3o de epitopos preditos in silico Download das sequéncias de referéncia das proteinas
disponibilizados em 5 artigos SHE
Seleciio das proteinas 5, e N'do virus Selecdo das proteinas estruturais, nsP, e acessérias do

virus e alelos (HLAs) mais frequentes no mundo

|

Triagem de epitopos imunogénicos que
apresentam ligagdo com MHC-I, MHC-II

Predigdo de epitopos de Predicdo de epitopos
e células B células T (CD8+ e CD4+) de células B
Adicdo de sequéncias linkers e adjuvantes fue -
Anilise de Andlise de Processamento
Imunogenicidade de via TAP de epitopos de
Tradugdo reversa das sequéncias Elise e epliupte célulasT(CD8+ e CDA+)
de epitopos
Clonagei i Sillcs da construcio vatival Formacao de clusters com sequéncias similares
Andlise de Imunogenicidade de classe | Anélises de conservagdo dos epitopos
de ePitOPOS em relagdo as variantes

Anélises de conservacio dos epitopos

: ) Anélises de cobertura populacional
em relagdo as variantes

|

Anélises de cobertura populacional

|

Docking entre os epitopos selecionados
de células T e B e HLAs

Docking entre os epitopos selecionados de células
TeBeHLAs

Fonte: Autoria prépria.
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3.2 ABORDAGEM | — CONSTRUCAO DE ANTIGENO SINTETICO A PARTIR DE
EPITOPOS DESCRITOS NA LITERATURA

Tratou-se de um estudo in silico iniciado em meados de maio de 2020 feito a
partir de informacgdes presentes nos trabalhos de Qamar et al. (2020), Prachar et al.
(2020), Rahman et al. (2020), Qiao et al. (2020) e Dong et al. (2020) que realizaram
predicdo de epitopos de diversas proteinas do SARS-CoV-2. A partir deles foi

elaborado um banco de dados contendo os peptideos preditos.

3.2.1 Selecao de epitopos, linkers e adjuvantes

Foram selecionados epitopos presentes nas proteinas S e N que apresentam
ligacdo com MHC-I, MHC-II e células B. Entre os critérios utilizados como prioridade
para definir os epitopos para células T estdo: |) capacidade de ligacdo a mais de 1
HLA, permitindo maior cobertura populacional; Il) evitar sobreposi¢cdo de sequéncias
de aminoacidos para refinar epitopos que diferem um do outro; Ill) nimero de
aminoéacidos que cada peptideo deve ter para conseguir se ligar ao MHC-I (8-11 aa)
e MHC-Il (>11 aa). Para células B foi definido como critério um comprimento de até
16 aa. Outros aspectos verificados foram os valores de IC50 < 50, indicando forte
ligagdo do complexo peptideo-HLA (IEDB, 2020), além dos valores de
antigenicidade e score.

Para facilitar o processamento e reconhecimento dos peptideos foram
adicionadas as seguintes sequéncias linkers entre os epitopos, Gly (8), EAAAK
(CHEN; ZARO; SHEN, 2013), GPGPG (LIVINGSTON et al., 2002; NEZAFAT et al.,
2014; DONG et al.,, 2020; PANDEY et al.,, 2018), KK (NEZAFAT et al., 2017,
PANDEY et al., 2018) e AAY (PANDEY et al., 2018); e para melhorar a resposta
imunoldgica foram adicionados adjuvantes, como B-defensina (DONG et al. 2020;
KIM et al. 2018, LEI et al. 2020), PAN-HLA DR (DONG et al.,, 2020) e TAT
(FRANKEL; PABO, 1988, YANG et al., 2019). Em seguida foi feita a clonagem in
silico com o antigeno construido inserido no vetor plasmidial e a sua sintese, através

do SnapGene (https://www.snapgene.com/).



https://www.snapgene.com/

34

3.2.2 Analises do antigeno construido

3.2.2.1 Andlise de imunogenicidade

Para conferir a imunogenicidade do epitopos compostos na construgéo foi
utiizada a ferramenta Class | Immunogenicity, disponivel no Immune Epitope

Database (IEDB) (http://tools.iedb.org/immunogenicity/). Epitopos com valores

positivos de imunogenicidade foram selecionados e submetidos a analise de

conservacao.

3.2.2.2 Analise de conservacgao dos epitopos

Os epitopos selecionados foram previstos a partir das primeiras sequéncias
do SARS-CoV-2, quando as variantes de interesse e preocupacdo pela OMS ainda
nao haviam sido catalogadas. A partir disso, apés o surgimento das variantes, foi
realizada uma analise de conservacao entre os epitopos da construcdo para verificar
a proporcdo de peptideos que permaneceram conservados contra cada variante.
Sequéncias de variantes foram coletadas do estudo de PARK et al. (2020) e o

GISAID (https://www.gisaid.org/). Eram sequéncias gendémicas completas e de alta

cobertura das variantes catalogadas pela OMS (2022), como Alpha - B.1.1.7 (ID:
3373203), Beta - B.1.351 (ID: 3369915), Gamma - P. 1 (ID: 3373439), Delta -
B.1.617.2 (ID: 3372997), Eta - B. 1525 (ID: 3373127), lota - B.1.526 (ID: 3372470),
Kappa - B.1.617. 1 (ID: 3356538), Lamda - C.37 (ID: 3370455) e Zeta - P.2 (ID:
3373365).

Em seguida foi feito o] tBLASTnN no BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.qov/Blast.cgi), ferramenta de alinhamento basico local

utilizada também pelo artigo de coautoria disponivel no Apéndice B. O alinhamento
multiplo das sequéncias foi feito a partir do MEGA X (KUMAR et al., 2018) para
selecionar e alinhar somente as regides referentes as proteinas S e N. A partir do
alinhamento do tipo MUSCLE formado e das sequéncias dos epitopos para avaliar
sua conservacao entre essas variantes, e assim identificar a presenca de mutacgoes,
foi realizada uma analise de conservacdo dos epitopos utilizando a ferramenta
Epitope Conservancy Analysis, disponivel no IEDB

(http://tools.iedb.org/conservancy/).



http://tools.iedb.org/immunogenicity/
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3.2.2.3 Analise de cobertura populacional

Com base nos epitopos conservados com seus respectivos alelos HLA,
definidos na etapa de predicao, foi realizada uma combinacdo entre cada epitopo e
sua proporcdo populacional alélica para definir a fracdo de individuos que
respondem ao determinado conjunto de epitopos. Essa analise foi realizada por
meio da ferramenta Population Coverage, disponivel no IEDB Analysis Resource

(http://tools.iedb.org/population/).

3.2.2.4 Andlise de docking molecular

Os HLAS que tinham as estruturas cristalografadas depositadas no Protein
Databank (PDB) (BERMAN et al., 2000) (Tabela 1) tiveram seus arquivos coletados.
Enquanto as estruturas dos epitopos foram modeladas com 100 simulacdes por
predi¢éo pelo PEP-FOLD 3.5 (LAMIABLE et al., 2016) que € um servidor de predigao
de novo de sequéncias peptidicas de 5 a 50 aminoacidos baseado no modelo oculto
de Markov que simula diversas conformacbes de cadeias polipeptidicas
sobrepostas (ALLAND et al., 2005).

Inicialmente, foi realizado o redocking para identificar a fenda e suas
dimensdes em que os ligantes estavam associados aos HLAs no PDB (Tabela 1).
Posteriormente, as moléculas HLA foram tratadas removendo os ligantes e as
moléculas de agua associadas usando AutoDockTools (SCRIPPS RESEARCH,
2021), e os heteroatomos foram removidos manualmente. Os arquivos pdb foram
convertidos em pdbqgt no servidor Open Babel para poder acoplar molecularmente
cada epitopo com seu(s) respectivo(s) HLA(s) pelo Autodock Vina, disponivel no
software PyRx (DALLAKYAN; OLSON, 2015).


http://tools.iedb.org/population/
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Tabela 1 - Informag@es dos HLAs utilizados no docking molecular dos epitopos das construcdes

vacinais.
HLA Descricéo PDB ID Estruturas removidas
Classe 1
HLA-A*02:01 HLA-A*0201 humano — ALWGPDPAAA. 3UTQ cadeia C: Insulina
HLA-A*03:01 Peptideo derivado do HIV RT em 3RL1  cadeia C: peptideo RT313
complexo com HLA-A*0301.
HLA-B*35:01 Percepcdes sobre a reatividade cruzada 2CIK  cadeia C: peptideo
no alorreconhecimento humano: A ligante: GOL (glicerol)
estrutura do HLA-B35011 presente em
um epitopo derivado do citocromo P450.
HLA-B*51:01 Ligacao de peptideos ndo padronizados 1E27  cadeia C: peptideo do HIV-1
de HLA-B*5101 complexado com o (LPPVVAKEI)
epitopo imunodominante do HIV KM1
(LPPVVAKEI).
HLA-B*53:01 Molécula de MHC classe | B*5301 1A10 cadeia C: peptideo LS6
complexada com o peptidio LS6 (KPIVQYDNF)
(KPIVQYDNF) a partir do parasita da
maléria P. falciparum.
HLA-C*08:01 Estrutura cristal do HLA-C*0801 ANT6  cadeia C: proteina matriz 1
Classe ll
HLA-DRB1*01:01 Estrutura em cristal da Enterotoxina 2G9H cadeia A: antigeno de

Estafilocécica | (SEI) em complexo com
uma molécula humana de MHC de

classe Il.

histocompatibilidade HLA de
classe Il, cadeia alfa DR
cadeia C: hemaglutinina
cadeia D: enterotoxina tipo 1
extracelular

Ligantes: EPE (4-(2-hidroxietil)-
1-acido piperazina
etanosufonico), SO4 (ion
sulfato), DIO (1,4-dioxido
dietileno) e ZN (ion zinco).

Fonte: Autoria prépria.
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3.3 ABORDAGEM Il — CONSTRUCAO DE ANTIGENO SINTETICO A PARTIR DA
SEQUENCIA REFERENCIA DE WUHAN — CHINA

3.3.1 Criacao de banco de dados

Trata-se de um estudo in silico feito a partir de informacfes de sequéncias
proteicas disponiveis em bancos de dados. As proteinas de interesse foram as
proteinas estruturais (S, M, E e N), ndo-estrutural (nsP1) e acessérias (ORF3a,
ORF6, ORF7ab, ORF8 e ORF10). Como as nsPs correspondem a 11 proteinas,
entdo foi escolhida a que segundo a literatura estd relacionada com a resposta
imune no que confere a capacidade de evasdo imunolégica, nsP1 (TIMMERS et al.,
2021; THOMS et al., 2020).

A sequéncia de referéncia do genoma completo (N° de acesso:
NC 045512.2) foi obtida a partir do banco de dados, National Center for
Biotechnology Information (NCBI)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1798174254) e foi criado um banco de dados

local com informagdes acerca das caracteristicas fisicas, quimicas e funcionais das
proteinas do SARS-CoV-2.

3.3.2 Predicao de epitopos de células T
A predicdo de epitopos de células CD8" e CD4* foi feita utilizando os
programas MHC-I Binding Prediction e MHC-II Binding Prediction, respectivamente,

disponiveis no IEDB (http://tools.iedb.org/mhci/, http://tools.iedb.org/mhcii/), que se

baseia nas etapas da via de processamento e apresentacdo dos antigenos. As
predicbes foram feitas para os alelos do MHC de classes | e Il que geralmente séo
encontrados na populacdo mundial, como HLA-A*01:01, HLA-A*02:01, HLA-A*02:06,
HLA-A*03:01, HLA-A*11:01, HLA-A*23:01, HLA-B*07:02, HLA-B*08:01, HLA-
B*13:01, HLA-B*13:02, HLA-B*14:02, HLA-B*15:01, HLA-B*15:02, HLA-C*01:02,
HLA-C*03:03, HLA-C*03:04, HLA-C*04:01, HLA-C*06:02, HLA-C*07:01, HLA-
C*07:02, HLA-C*08:01 (GONZALEZ-GALARZA, 2020; MOURA et al., 2021,
BARQUERA et al., 2020), HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*01:04, HLA-DRB1*10:01,
HLA-DRB1*11:02, HLA-DRB1*13:01, HLA-DRB1*13:22 (BARQUERA et al., 2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1798174254
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Apos as predicOes, a ferramenta gera um valor de afinidade de ligacao (IC50), onde
valores de IC50 menores que 50 representam forte afinidade de ligacdo (IEDB,
2021).

As predi¢cdes de epitopos de MHC-I e MHC-II foram feitas utilizando o método
netMHCpan 4.1 e netMHClIpan 4.1, respectivamente. Esse método utiliza o principio
de Redes Neurais Artificiais (em inglés, Artificial Neural Network (ANN)) que cria
camadas correspondentes as caracteristicas que um peptideo deve ter para ser
considerado imunogénico, ou seja, para que ele seja um epitopo que tenha, por
exemplo, tamanho, afinidade de ligacdo e eluicdo de ligante adequados, entre outros
aspectos (JURTZ et al., 2017).

Assim, a partir da identificacdo da presenca de uma caracteristica, o software
parte para o proximo no da rede para verificar o status daquele peptideo em relacao
a outra caracteristica, e assim por diante formando algo semelhante a uma matriz de
status de n caracteristicas. Além disso, para identificar o potencial que cada epitopo
de MHC-I para que possa ser processado de forma eficiente pelo proteossoma, foi
feita a predicdo de processamento via TAP pela ferramenta MHC-1 Processing
Predictions disponivel no IEDB (http://tools.iedb.org/processing/). Os maiores valores

de score correspondem a uma maior eficiéncia. Os resultados dessas predicoes

foram utilizados em etapas posteriores.

3.3.3 Predicdo de epitopos de células B
A predicdo de epitopos de células B foi realizada utilizando a ferramenta
Antibody Epitope Prediction, disponivel no IEDB (http://tools.iedb.org/bcell/). O

método para essas predicbes calcula um valor para um determinado residuo i,
considerando-se 0s aminoacidos em um intervalo do comprimento escolhido,
centralizado em torno do residuo i. O tamanho de janela foi em torno dos valores de
9 a 15 aa para ser destacado como capaz de encontrar regides com potencial
antigénico (limiar acima 0,5). Os resultados dessa predicdo foram utilizados em

etapas posteriores.

3.3.4 Analise de imunogenicidade
Para verificar os valores de imunogenicidade dos epitopos preditos foi feita a

analise de imunogenicidade no IEDB, também utilizada na abordagem I. Os
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peptideos com valores positivos de imunogenicidade foram selecionados e

submetidos a analise de agrupamento de sequéncias similares.

3.3.5 Agrupamento de sequéncias semelhantes

Com o objetivo de evitar que mais de um epitopo fosse predito ha mesma
regido foi realizada uma analise de agrupamento de sequéncias semelhantes.
Baseado na identidade de sequéncia, 0s epitopos preditos foram unidos como
clusters através da ferramenta Epitope Cluster Analysis, disponivel no IEDB
(http://tools.iedb.org/cluster/), definindo-se um cluster como um grupo de sequéncias

gue possuem similaridade maior ou igual a 70%. Um epitopo representante de cada
cluster foi selecionado para analises posteriores com base no maior valor de
imunogenicidade (TCD8*) e no menor valor de IC50 (TCD4") entre os epitopos de

cada cluster.

3.3.6 Analise de conservacao dos epitopos

Para avaliar se os epitopos preditos foram conservados entre as diferentes
variantes do virus, foi feita a andlise de conservacdo também utilizada na
Abordagem | diferindo nessa segunda abordagem por selecionar epitopos com grau
de conservacao de 100% para todas as proteinas utilizadas pela Abordagem Il. Essa
porcentagem elevada foi definida de modo a garantir que fossem utilizados nessa
segunda abordagem epitopos que se mantiveram com 0 maximo de preservacao
mesmo diante das variantes jA existentes e como uma tentativa de minimizar
reducdes nos graus de conservacdo devido as mutacdes que possam surgir

futuramente diante das préximas variantes.

3.3.7 Andlise de cobertura populacional

A fim de avaliar a cobertura populacional dos epitopos preditos foi feita a
analise de cobertura populacional também realizada na abordagem | para cada uma
das proteinas. Nessa segunda abordagem foram identificados os valores de
cobertura populacional de forma individual e em seguida o epitopo de MHC-I, MHC-II
e células B com maior porcentagem de cobertura (e menor IC50 em caso de
empate) de cada proteina foram escolhidos para compor a construcao multiepitopo.

ApoOs essa selecao foi verificada a porcentagem de cobertura da construcao para o


http://tools.iedb.org/cluster/
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mundo e para cada continente especificando 0s paises que tiveram surgimento de

variantes.

3.3.8 Anadlise de docking molecular

A segunda construcdo seguiu uma metodologia semelhante a abordada na
primeira, de modo que incialmente foi feito o redocking, o tratamento das moléculas
de HLA no AutoDockTools (SCRIPPS RESEARCH, 2021) e a remocédo manual dos
heteroatomos. Em seguida foi realizado o docking molecular dos complexos epitopo-
HLA(s) pelo software PyRx (DALLAKYAN; OLSON, 2015). Os epitopos selecionados
para essa analise foram aqueles que tiveram a maior cobertura populacional para
MHC-1 e MHC-II de cada proteina, e nos casos que mais de um epitopo tiveram a
mesma porcentagem de cobertura foi priorizado aquele que tinha o menor IC50. Os
dados gerados também foram analisados com base nos valores de afinidade de
ligacdo sendo selecionado o modelo de menor valor de afinidade de cada complexo
epitopo-HLA e sua estrutura foi visualizada por meio do Discovery Studio (BIOVIA,
2021).
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4 RESULTADOS

4.1 ABORDAGEM I
4.1.1 Selecéo de epitopos, linkers e adjuvantes

479 epitopos foram preditos pelos trabalhos de Qamar et al. (2020), Prachar
et al. (2020), Rahman et al. (2020), Qiao et al. (2020) e Dong et al. (2020). Destes
295 foram referentes para MHC-I, 49 para MHC-Il e 135 para células B. Dentre eles,
foram separados 15 epitopos para a constru¢do do antigeno sintético (vide item 4.2
do Material e métodos). Os valores de IC50 e antigenicidade de cada epitopo
descritos pelos estudos que foram base para a construcdo do antigeno podem ser

observados na tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncias de epitopos selecionados para a constru¢ao do antigeno multiepitopo das
proteinas Spike (S) e do Nucleocapsideo (N) e os valores de IC50 e antigenicidade informados pelos
trabalhos que fizeram suas predicdes.

Epitopo Sequéncia Alvo HLA IC50 Antigen.
(ANN)
Ss6-64 LPFFSNVTW MHC-I HLA-B*53:01 5,79 -
HLA-B*51:01
Ssa-92 LPFNDGVYF MHC-I HLA-B*35:01 9,15 -
HLA-B*15:02
S131-141 FQFCNDPFL MHC-I HLA-A*02:06 3,97 -
HLA-C*08:01
HLA-A*02:01
S115-129 QSLLIVNNATNVVIK MHC-II HLA-DRB1*13:02 1,4 -
Saa7-261 GNYNYLYRLFRKSNL MHC-II HLA-DRB1*11:01 5,2 -
S512-526 VLSFELLHAPATVCG MHC-II HLA-DRB1*01:01 2,7 -
S72.81 GTNGTKRFDN Célula B - - 0,667
S 405.506 QSYGFQPTNGVGYQ Célula B - - 0,670
Nooo1s KMKDLSPRWYFY MHC-| HLA-A*29:02 - 14
HLA-E*01:01
HLA-A*32:01
HLA-A*01:01
HLA-A*03:01

HLA-A*31:01
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HLA-B*15:01
Nay3.354 DPNFKDQVILLN MHC-I HLA-B*35:03 . 1,3
N ALLLLDRLNQLESKM MHC-II HLA-DRB1*11:04 - 0,5669

220-234

HLA-DRB1*11:06
HLA-DRB1*13:11
HLA-DRB1*13:21
HLA-DRB1*13:07
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*11:21
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*13:04
HLA-DRB1*08:17
HLA-DPA1*03:01
HLA-DPB1*04:02
HLA-DRB1*08:06
HLA-DRB1*11:28
HLA-DRB1*13:05
HLA-DRB1*08:04
HLA-DRB1*11:14
HLA-DRB1*13:23

Noe6.280 KAYNVTQAFGRRGPE MHC-II HLA-DRB5*01:05 - 0,6104
HLA-DRB5*01:01

N, 16230 FFGMSRIGMEVTPSG MHC-II HLA-DRB1*11:28 - 0,9397
HLA-DRB1*13:05
HLA-DRB1*13:21

N, 25153 EGALNTPKDHIGTRNP CélulaB . ;

Noc, 266 KSAAEASKKPRQKRTA CélulaB - .

Foram selecionadas 5 sequéncias linkers (Figura 5) para intercalar as
sequéncias dos epitopos a fim de facilitar a clivagem proteica no comprimento de
interesse para cada peptideo de modo que cada um deles consiga se ligar as
moléculas de HLAs durante as etapas de processamento e apresentacdo dos
antigenos. Além disso, para complementar a constru¢cdo foram escolhidos 3
adjuvantes (Figura 5) para aumentar a capacidade de direcionamento do antigeno
sintético na insercdo celular e para potencializar a ativacdo da resposta imune do

multiepitopo.
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Figura 5 - Representacao do antigeno construido a partir da Abordagem | contendo sequéncias
linkers Gly(8), EAAAK, GPGPG, KK e AAY; sequéncias adjuvantes B-defensina, PAN-HLA DR e TAT,;
e as sequéncias de epitopos de células T e B de SARS-CoV-2. a. Sequéncia de epitopos da proteina
Spike intercaladas por linkers, b. Sequéncia de epitopos da proteina do Nucleocapsideo intercaladas

por linkers. Cada representa um sitio de restricao.

7xHIS | Gly(8) | EAAAK | B-defensina | EAAAK | PAN-HLADR | EAAAK Epitopos Epitopos KK TAT
Spike 12bp Nucleocapsideo
a

b

a | kK| asveFapTNGVGYQ KK| GTNGTKRFDN |GPGPG| VLSFELLHAPATVCG |GPGPG| GNYNYLYRLFRKSNL |GPGPG | QSLLIVNNATNWWIK MVl FQFCNDPFL | AAY | LPFNDGVYF [ AAY | LPFFSNVTW | AAY

b KK | KSAAEASKKPRQKRTA KK| EGALNTPKDHIGTRNP | GPGPG |FFGMSRIGMEVIPSG | GPGPG

KAYNVTQAFGRRGPE | GPGPG | ALLLLDRLNQLESKM MYl DPNFKDQVILLN | AAY | KMKDLSPRWYFY | AAY

Fonte: Autoria prépria.

A clonagem in silico feita com o antigeno construido inserido no vetor
plasmidial para desenvolvimento de vacina de DNA pode ser observada na figura 6,

0 qual contém as sequéncias necessarias para viabilizar a replicacdo e transcricdo
desse gene sintético a partir das regides de origem (ori) e promotora.

Figura 6 - Antigeno sintético construido a partir da Abordagem | com epitopos de células T CD8+ e

CD4+ e B clonado in silico em vetor plasmidial para vacina de DNA denominado pVAX_MultiEpit-
SARS-CoV-2.

< CMV promoter
e

T7 promoter
Kozak sequence
7xHis
Gly (8)
p-defensina
EAAAK

PAN-HLA-DR
EAAAK

pVAX_MultiEpit-SARS-CoV-2
4093 bp

Epitopos Nucleocapsideo

| (AT

bGH poly(A) signal

Fonte: Snapgene (modificado).
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4.1.2 Analises do antigeno construido

A andlise de imunogenicidade de MHC-I demonstrou que 4 de 5 dos epitopos
de MHC-I tiveram valores positivos de imunogenicidade o que contribui para o
favorecimento da resposta imune em uma estratégia vacinal. J& em relacdo a
conservacao dos epitopos diante das variantes do SARS-CoV-2 que surgiram, 4 dos
8 epitopos da proteina S e 5 dos 7 epitopos da proteina N se mantiveram 100%
conservados para todas as variantes (Tabela 3).

Tabela 3 - Andlises de imunogenicidade e conservacao dos epitopos que formaram a constru¢ao
multiepitopo da abordagem |.

Analise de imunogenicidade e conservagao

Proteina Epitopos Valores de Porcentagem de Mutagéo Pais(es) e
Imunogenicidade Conservagao variantes
MHC-I
Ss6-64
LPFFESNVTW 0,04613 100% (26/26)
Sg4-92 LPFNDGVYF 0,11767 100% (26/26)
S131-141 FQFCNDPFL 0,05737 96% (25/26) FQFCNYPFL Brasil - P.1
MHC-II
S115-129 QSLLIVNNATNWVIK 100% (26/26)
S447-461 GNYNYLYRLFRKSNL 80% (21/26) GNYNYRYRLFRKSNL EUA - B.1.427,
B.1.429
GNYNYRYRLFRKSNL india —
B.1.617.1e
B.1.617.2
GNYNYRYRLFRKSNL Peru—-C.37
S512-526 VLSFELLHAPATVCG 100% (26/26)
Célula B
S72-81 GTNGTKRFDN 92% (24/26) GTNGTKRFAN Africa do Sul —
B.1.351
GTNVIKRFDN Peru - C.37
S493-506 QSYGFQPTNGVGYQ 89% (23/26) QSYGFQPTYGVGYQ Reino Unido —
B.1.1.7
QSYGFQPTYGVGYQ Africa do Sul —
B.1.351
QSYGFQPTYGVGYQ Brasil - P.1
MHC-I
N100-111
KMKDLSPRWYFY 0,09381 100% (26/26) - -
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N343-354 DPNFKDQVILLN -0,03586 100% (26/26)

MHC-II

N220-234 ALLLLDRLNQLESKM - 92% (24/26) ALLLLDRLNQLESKI Brasil - P.2
EUA -B.1.526

N266-280 KAYNVTQAFGRRGPE - 100% (26/26)

N316-330 FFGMSRIGMEVTPSG - 100% (26/26)

Célula B

N138-153 EGALNTPKDHIGTRNP - 96% (25/26) EGALNTPKDHIGIRNP  China-Shenzen

N251-266 KSAAEASKKPRQKRTA - 100% (26/26)

Fonte: Autoria propria.

Em relacdo a andlise de conservacao frente as principais variantes, o epitopo
ligante a MHC-I, FQFCNDPFL, apresentou uma mutacédo (D>Y) na variante Gamma
(GUPTA, 2021), e teve o seu valor de imunogenicidade aumentado para 0,3301 em
comparacdo com O epitopo da construgdo que era de 0,05737.
GNYNYLYRLFRKSNL, epitopo ligante a MHC-II, apresentou uma mutacdo (L>R)
nas variantes dos EUA (B.1.427 e B.1.429), Kappa e Delta e a mutacdo L>Q na
variante do Lambda. Quanto aos epitopos ativadores de células B, GTNGTKRFDN
apresentou a mutacdo D>A na variante Beta e as mutacdes GT>VI na variante
Lamda (GUPTA, 2021, WHO, 2022); e QSYGFQPTNGVGYQ apresentou uma
mutacao (N>Y) nas variantes Alpha, Beta e Gamma (GUPTA, 2021) (Tabela 3). Ja
em relacdo a proteina N, o epitopo ALLLLDRLNQLESKM associado ao MHC-II
apresentou uma mutacdo (M>l) nas variantes Zeta e lota. Enquanto o epitopo
ativador de célula B, EGALNTPKDHIGTRNP, apresentou uma mutacdo T>I na
variante observada em Shenzen na China.

Quanto a cobertura populacional da construgéo estruturada pela Abordagem
I, foi observado que ela apresentou mais de 90% de cobertura a nivel mundial
(Figura 7) para MHC-I, e porcentagem proxima a paises da América do Sul, Europa
e parte da Asia. Enquanto a cobertura mundial referente aos alelos de MHC-II foi
menor, com um pouco de mais de 50%, sendo maior em paises da América, Africa e
parte da Asia.

A analise de docking molecular realizada detectou valores de afinidade de
ligacdo que variaram entre -6,3 e -10,6 Kcal/mol sendo que todos os epitopos

mantiveram-se dentro da fenda dos HLAs (Figura 8).
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Figura 7 - Cobertura populacional do antigeno sintético elaborado a partir da Abordagem | com base

nas frequéncias alélicas observadas no mundo, especificamente em diferentes continentes e nos

paises que foram encontradas as VOCs: EUA, Brasil, Peru, Reino Unido, india, Nigéria e Africa do

100
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80
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50
40
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Cobertura Populacional (%)

Sul.
Abordagem |
u MHC-|
MHC-II
u Etnia
_— |
2P a2 & 0@\‘2‘@\0\?’\’7’0@\'{9\0
2 S 2 o) L& SRS
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Fonte: Autoria propria.

Figura 8 - Epitopos das proteinas S e N da primeira construg&o antigénica ancorados através de
docking molecular com seus respectivos HLAs de classe | (cor rosa) e de classe Il (cor verde) e seus
valores de afinidade de ligagao (do inglés “Binding Affinity - BA”) que corresponde a energia de
ligacdo entre o epitopo e HLA sendo que os menores valores possuem a uma energia de ligagdo

mais forte.

Proteina S - LPFFSNVTW
HLA-B*51:01 - BA: -9,4 Kcal/mol

)

Proteina S - LPFFSNVTW
HLA-B*53:01 - BA: -10,6 Kcal/mol

)

Proteina S - LPFNDGVYF
HLA-B*35:01 - BA: -9,9 Kcal/mol

1v)

Proteina S - FQFCNDPFL
HLA-A*02:01 - BA: -7,9 Kcal/mol

V)

Proteina S - FQFCNDPFL
HLA-C*08:01 - BA: -8,7 Kcal/mol

Vi)

Proteina N - KMKDLSPRWYFY
HLA-A*03:01 - BA: -6,3 Kcal/mol

A continuacao dessa figura esta na pagina seguinte.
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VIl) Proteina S - VLSFELLHAPATVCG
HLA-DRB1*01:01 - BA: -7,0 Kcal/mol

£y 25 o

Fonte: Autoria propria.

4.2 ABORDAGEM Il
4.2.1 Predicao de epitopos
A quantidade de epitopos preditos para células T e B de cada proteina pode
ser observada na tabela 4. Entre todas as proteinas analisadas ORF7b e ORF10
ndo tiveram epitopos preditos para resposta humoral. Além disso, os valores de
antigenicidade dos epitopos de células B variaram entre 0,5 e 0,75.
Tabela 4 - Quantidade de epitopos obtidos de cada proteina do SARS-CoV-2 apds analises de

predicao de epitopos de células T e B, imunogenicidade de classe |, agrupamento e conservagdo em
relacdo as variantes emergentes desse novo coronavirus.

Proteinas S E M N nspl ORF3a ORF6 ORF7ab ORF8 ORF10

Etapas

Predicdo células T 420 60 246 127 45 206 75 71 56 36
Predicéo células B 8 1 1 3 2 3 1 1 1 -
Imunogenicidade 88 16 53 18 9 35 8 20 10 11
Agrupamento 79 9 24 21 10 23 6 12 6 5
Conservacéo 44 - 22 13 8 14 4 10 1 -

Fonte: Autoria prépria.

Assim como a predicdo de epitopos se baseou na afinidade de ligacdo do
peptideo com a molécula de MHC foram representados na figura 9 os valores de
IC50 que correspondem a afinidade de ligacdo para cada epitopo de TCD8 + e
TCD4 + de cada proteina do SARS-CoV-2. Os dados detalhados de cada epitopo
individualmente, como sua posicao localizada na proteina, seu comprimento, HLAsS

associados e valores de IC50 podem ser encontrados entre os Apéndices C e L.
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Figura 9 - Valor de IC50 (Afinidade de ligacéo) por epitopo de MHC-I e MHC-II das proteinas do
SARS-CoV-2. a) Spike, b) Envelope, ¢) Membrana, d) Nucleocapsideo, €) nsP1, f) ORF3a, g) ORF6,
h) ORF7ab, i) ORF8 e j) ORF10. Cada barra azul nos gréaficos representa um epitopo de MHC-I e
cada ponto rosa representa um epitopo de MHC-II.
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Fonte: Autoria prépria.

4.2.2 Analise de imunogenicidade
A quantidade de epitopos que foram considerados mais imunogénicos de
cada proteina pode ser observada na tabela 4. A definicdo de um epitopo ser mais
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imunogénico que outro foi feita com base nos valores score obtidos para cada
epitopo predito de modo que scores mais elevados correspondem a epitopos com
potencial de induzir maior imunogenicidade. Eles foram representados na figura 10
para cada proteina. Os dados detalhados de cada epitopo individualmente com os
seus valores de score de imunogenicidade podem ser encontrados entre o0s

Apéndices M e V.

Figura 10 - Valor de Score de imunogenicidade por epitopo de MHC-I das proteinas do SARS-CoV-2.
a) Spike, b) Envelope, c) Membrana, d) Nucleocapsideo, e€) nsP1, f) ORF3a, g) ORF6, h) ORF7ab, i)
ORF8 e j) ORF10. Cada ponto nos graficos representa um epitopo.
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Nz v
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v} 9 v 03
03 ‘ ,
0,2 0,2
0,1 n l
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0 MM imms dos o 0 —-—’—i 1
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e) f)
0,6 nsP1 0,6 ORF3a
" 0,5 " 05
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A continuacao dessa figura esta na pagina seguinte.
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ORF8 0,6 ORF10

0,2 03 0405 01
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ceoeo oL
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0, 0,4 0,5
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Fonte: Autoria prépria.

4.2.3 Agrupamento de sequéncias semelhantes

Entre os epitopos triados, a quantidade de peptideos que foram considerados
representantes de grupos (clusters) de sequéncias semelhantes pode ser observada
na tabela 4. As tabelas contendo os epitopos representantes de cada cluster listados

detalhadamente podem ser encontradas entre os Apéndices W e FF.

424 Analises de conservacdo, docking molecular e cobertura
populacional

A quantidade de epitopos representantes de clusters que se mantiveram
100% conservados com valores de processamento via TAP e cobertura populacional
identificados pode ser observada na tabela 4. A ORF10 assim como a proteina E
ndo obteve nenhum epitopo que se manteve conservado, pois todos foram
descartados por estarem em regides com mutacdes. Todas as variantes analisadas
(Alpha, Beta, Gamma, Delta, Eta, lota, Kappa, Lamda e Zeta) afetaram a
conservacao dos epitopos de pelo menos uma proteina (Figura 11).

Quanto a cobertura populacional foram denotadas as porcentagens de
cobertura a nivel mundial de cada epitopo para MHC-I e MHC-II por proteina que
estdo representados na figura 12. Seus valores individuais variaram entre 1,95% e
40,60% tendo como base a frequéncia dos alelos que eles sao capazes de se ligar.
As tabelas contendo os epitopos conservados com seus respectivos valores de
processamento via TAP e cobertura populacional listados detalhadamente podem

ser encontradas entre os Apéndices GG e NN.
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Figura 11 - Variantes Alpha, Beta, Gamma e Delta, Eta, lota, Kappa, Lamda e Zeta do SARS-CoV-2 e
as proteinas que tiveram seu quantitativo de epitopos reduzido pela conservagédo menor que 100%
em comparacdo com cada variante.

# * # ¥ #

. . Variante Delta Variante Eta
Variante Alpha Variante Beta Variante Gamma B.1.617.2 - india B.1.525 - Nigéria
B.1.1.7 - Reino Unido B.1.351 - Africa do Sul N o d e
L roteinas afetadas: i :

Proteinas afetadas: Proteinas afetadas: Proteinas afetadas: 4 sl s

o X J ° Spike; ° Spike;

. Spike; o : Membrana,’ . > Membrana: ° ORF3a; ° Envelope;
Nucleocapsideo; Nucleocapsideo; * Nucleocapsideo ° ORF7ab. ° Membrana:
nsP1; ORF3a. ° Nucleocapsideo;

° ORF8. ° ORF6.

Variante lota Variante Kappa Variante Lamda Variante Zeta
B.1.526 - EUA B.1.617.2- India €37-Peru Al
Proteinas afetadas: Proteinas afetadas: Proteinas afetadas: Proteinas afetadas:
° Nucleocapsideo; ° Spike; ° Membrana; ° Membrana;
° ORF3a; ° ORF3a; ° Nucleocapsideo; ° Nucleocapsideo.
° ORF8; ° ORF6; ° ORF3a.
° ORF10. ° ORF7ab;

° ORF10.

Fonte: Autoria propria.

Figura 12 - Cobertura populacional mundial por epitopo de MHC-I e MHC-II das proteinas do SARS-
CoV-2. a) Spike, b) Membrana, ¢) Nucleocapsideo, d) nsP1, e) ORF3a, f) ORF6, g) ORF7ab e h)
ORF8. Cada ponto nos gréaficos representa um epitopo sendo o ponto azul referente a MHC-1 e o

ponto rosa referente a MHC-II.
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A continuacdo dessa figura esta na pagina seguinte.
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e) ORF3a f) ORF6
50% 30%
40%
20% 20%
20%
10%
10%
0% ¢ 0%
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Cobertura populacional (%) Cobertura populacional (%)
g) ORF7ab h) ORES
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40% p— 00— 40% ®
30% 30%
20% 20% —&— MHC-
10% 10% i MHC-II
o 0%
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50

Cobertura populacional (%) Cobertura populacional (%)

Fonte: Autoria propria.

Com base nos maiores valores de cobertura populacional dos epitopos de
cada proteina foram selecionados ao total 25 epitopos sendo 9 epitopos de classe |,
7 de classe Il e 9 de células B. Essa analise de docking molecular detectou valores
de afinidade de ligacdo que variaram entre -5,9 e -7,7 Kcal/mol sendo que todos os
epitopos conseguiram se manter dentro da fenda dos HLAs (Figura 13).

Figura 13 - Epitopos das proteinas estruturais, nsP1 e acessorias da segunda construgao antigénica
ancorados através de docking molecular com seus respectivos HLAs de classe | (cor rosa) e de
classe Il (cor verde) e seus valores de afinidade de ligagao (do inglés “Binding Affinity - BA”) que

corresponde a energia de ligacao entre o epitopo e HLA sendo que os menores valores possuem a
uma energia de ligacdo mais forte.

1) Proteina S - FELLHAPATV ) Proteina M - FVLAAVYRI 1) Proteina N - GMSRIGMEV
HLA-A*02:01 - BA: -6,9 Kcal/mol HLA-A*02:01 - BA: -7,7 Kcal/mol HLA-A*02:01 - BA: -5,9 Kcal/mol

A continuacdo dessa figura se encontra na proxima pagina.
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Iv) nspl - TLGVLVPHV
HLA-A*02:01 - BA: -7,2 Kcallmol

V) Proteina ORF3a - FLQSINFVRI
HLA-A*02:01 - BA: -7,4 Kcal/mol

VI) Proteina ORF6 - ILLIMRTFK
HLA-A*03:01 - BA: -6,7 Kcal/mol

G, s,

VIl) Proteina ORF7a - FAFACPDGV
HLA-A*02:01 - BA: -6,6 Kcal/mol

Proteina ORF7b - FLAFLLFLV
HLA-A*02:01 - BA: -6,3 Kcal/mol

Vil

IX) Proteina ORF8 - FLEYHDVRVV
HLA-A*02:01 - BA: -6,7 Kcal/mol

X) Proteina S - QIPFAMQMAYRFNGI
HLA-DRB1*01:01 - BA: -7,5 Kcallmol

Xl) Proteina M - ICLLQFAYANRNRFL
HLA-DRB1*01:01 - BA: -7,1 Kcal/mol

Xll) Proteina N - NAAIVLQLPQGTTLP
HLA-DRB1*01:01 - BA: -6,3 Kcal/mol

XIlll) nsP1 - EKTHVQLSLPVLQVR
HLA-DRB1*01:01 - BA: -6,8 Kcal/mol

XIV) ORF3a-FTSDYYQLYSTQLST
HLA-DRB1*01:01 - BA: -7,7 Kcal/mol

XV) ORF6 - IAEILLIIMRTFKVS
HLA-DRB1*01:01 - BA: -7,0 Kcal/mol

XVI) ORF7a - STQFAFACPDGVKHV
HLA-DRB1*01:01 - BA: -7,5 Kcal/mol

Fonte: Autoria prépria.
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A cobertura populacional da construcdo a nivel mundial foi de

aproximadamente 53,4% para MHC-I, porcentagem préxima a paises da América do
Norte e do Sul e Europa. Enquanto a cobertura mundial referente aos alelos de
MHC-I1I foi menor, aproximadamente 23%, sendo compensada, de modo geral, em
paises que tiveram menor cobertura pelos HLAs de classe |, como paises da Asia e
da Africa (Figura 14 e Tabela 5).

Figura 14 - Cobertura populacional do antigeno sintético elaborado a partir da Abordagem Il com
base nas frequéncias alélicas observadas no mundo, especificamente em diferentes continentes e
nos paises que foram encontradas as VOCs: EUA, Brasil, Peru, Reino Unido, India, Nigéria e Africa
do Sul.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 5 - Epitopos contidos no antigeno sintético multiepitopo da abordagem Il. Legenda: Comp.:
Comprimento (aa), Imunogen.: valor de imunogenicidade, Process.: valor total de processamento via
TAP, IC50 Process.: valor de afinidade de ligacdo associado ao valor de processamento via TAP,
Cobertura Populacional: Porcentagem de cobertura populacional em relagdo ao mundo.

Composicdo do antigeno sintético da abordagem II

MHC Epitopo Posigao Alelos IC50 Cobert.ura
Populacional
Classe | FELLHAPATV Ss15-524 HLA-A*02:01 8,28 40,60%
(n=29) HLA-A*02:06 28,1
FVLAAVYRI Mes.73 HLA-A*02:06 4,5 40,60%
HLA-A*02:01 9,17
GMSRIGMEV N316-324 HLA-A*02:01 46,4 39,08%
TLGVLVPHV NsP1l103-111 HLA-A*02:01 31,99 39,08%
FLQSINFVRI ORF3a114-123 HLA-A*02:01 18,1 39,08%
ILLIIMRTFK ORF614-23 HLA-A*03:01 25,01 16,81%
FAFACPDGV ORF7as3-71 HLA-A*02:06 7,61 40,60%
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HLA-A*02:01 33,12
FLAFLLFLV ORF7b1s-21 HLA-A*02:01 6,21 40,60%
HLA-A*02:06 11,21
FLEYHDVRVV ORF8108-117 HLA-A*02:01 46,64 39,08%
Conjunto 53,38%
Classe 1l QIPFAMQMAYRFNGI Sg95-909 HLA-DRB1*01:04 13,02 22,94%
(n=7) HLA-DRB1*01:01 5,95
HLA-DRB1*10:01 17,66
HLA-DRB1*11:02 30,45
HLA-DRB1*13:01 30,45
HLA-DRB1*13:22 30,45
ICLLQFAYANRNRFL M32-46 HLA-DRB1*10:01 10,56 22,94%
HLA-DRB1*01:01 14,41
HLA-DRB1*01:04 27,06
HLA-DRB1*11:02 31,72
HLA-DRB1*13:01 31,72
HLA-DRB1*13:22 31,72
NAAIVLQLPQGTTLP N154-168 HLA-DRB1*01:01 23,39 13,99%
HLA-DRB1*01:04 32,46
HLA-DRB1*10:01 47,94
EKTHVQLSLPVLQVR  nsPlio-24 HLA-DRB1*01:01 22,20
HLA-DRB1*10:01 25,90
HLA-DRB1*01:04 39,80
FTSDYYQLYSTQLST  ORF3azo7-221 HLA-DRB1*01:01 8,37 13,97%
HLA-DRB1*10:01 23,90
IAEILLIMRTFKVS ORF611-25 HLA-DRB1*01:01 6,56 22,94%
HLA-DRB1*01:04 12,06
HLA-DRB1*10:01 20,04
HLA-DRB1*11:02 28,10
HLA-DRB1*13:01 28,10
HLA-DRB1*13:22 28,10
STQFAFACPDGVKHV  ORF7as0-74 HLA-DRB1*01:01 45,29 11,53%
Conjunto 22,94%
Células B KQIYKTPPIKDFGGF S786-800 - - -
(n=29) LADAGFIKQYGDCLG  Ss2s-8a2 - - -
KLGASQRVAGDS Maso-191 - - -
SKQLQQSMSSADS Na4o4-416 - - -
VPGFNEKTH nsP1ls.13 - - -
EGIQYGRSG NnsPlos-101 - - -
STQLSTDTGV ORF3az16-225 - - -
LTENKYSQLDEEQP  ORF644.57 - - -
LYHYQECVR ORF7a17-25 - - -

Fonte: Autoria propria.
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5 DISCUSSAO

5.1 ABORDAGEM |

A escolha dos epitopos foi baseada nos tipos de proteinas que foram
definidas para o estudo, Spike (S) e Nucleocapsideo (N). A proteina S esta
relacionada com a ligacdo do virus ao receptor celular e a proteina N compde o
envoltorio nuclear que é desfeito a partir do momento que o virus se fusiona na
membrana celular e libera o seu material genético para ser replicado e dar
seguimento a expanséo da infecgdo. Assim, sdo considerados os principais alvos da
resposta imunologica por mediar a entrada e replicagdo do virus dentro das células
(LEI et al. 2020; RUMP et al., 2020).

Os linkers Gly (8) e EAAAK que foram posicionados na extremidade da
construcdo sao capazes de aumentar a curvatura e estabilidade dos epitopos, assim
como a acessibilidade a anticorpos. Enquanto os linkers AAY, GPGPG e KK
selecionados para ficar entre 0s epitopos possuem caracteristicas especificas de
acordo com o ligante (MHC-I ou MHC-II) ou com a ativacao de células B. Os linkers
AAY posicionados entre os epitopos de MHC-I apés sua clivagem formam sitios
adequados para o transporte dos epitopos via TAP contribuindo para o aumento da
apresentacao antigénica para ativacdo de linfécitos TCD8* (PANDEY et al., 2018).
Em contrapartida, os linkers GPGPG entre epitopos de MHC-II apés a clivagem
contribuem para o estimulo da resposta T helper (LIVINGSTON et al.,, 2002;
NEZAFAT et al., 2014; DONG et al., 2020). Ja os linkers KK selecionados entre os
epitopos ativadores de células B possuem em sua composi¢cdo a proteina lisina e
tem como principal alvo a enzima apresentadora de antigenos via MHC-II, Catepsina
B (NEZAFAT et al., 2017).

Tendo em vista que o0 antigeno sintetizado pode ser utilizado em vacinas de
DNA que geralmente apresentam uma resposta imune menor (LI; PETROVSKY,
2017) o uso dos adjuvantes B-defensina, PAN-HLA DR e TAT buscou prevenir essa
situacdo ja conhecida com o objetivo de aumentar a resposta imunolégica. Dong et
al. (2020), Kim et al. (2018) e Lei et al. (2020) também utilizaram 0s mesmos

adjuvantes nos seus trabalhos para construir vacinas multiepitopos. Essas
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sequéncias adicionadas visam aumentar a imunogenicidade através do estimulo a
imunidade inata, recrutar células T naive e facilitar a ligacdo a diferentes moléculas
MHC-II, o que contribui para a indugdo de respostas TCD4*. Além disso, melhoram a
entrega do antigeno, proporcionando o aumento da resposta imune celular (DONG
et al., 2020 e KIM et al., 2018, FRANKEL; PABO, 1988, YANG et al., 2019).

A primeira analise realizada entre os peptideos da construcdo antigénica foi
verificar seu potencial de imunogenicidade. Dentre as variacbes nos valores de
imunogenicidade apresentadas, como o construto € formado por multiplos epitopos,
a imunogenicidade reduzida de um dos peptideos pode ter um efeito menos
pronunciado no construto como um todo, uma vez que a maioria dos epitopos do

MHC-I1 (4/ 5) obtiveram valores positivos.

A andlise de conservacdo demonstrou a presenca de mutacdes nao
sinbnimas que promoveram substituicdes de amino&cidos pertencentes a diferentes
grupos quimicos, o que pode levar a altera¢des no peptideo. A troca de aminoacidos
com diferentes grupos quimicos pode alterar a polaridade da molécula, a
conformacdo ou a funcdo da proteina a ser formada (NG; HENIKOFF, 2006). No
epitopo FQFCNDPFL, por exemplo, na variante P.1, a mutacdo de &cido aspartico
(D) para tirosina (Y) estava presente. Este peptideo é encontrado na regido 131-141
localizada na porcdo N-terminal do Spike (SMAOUI; YAHYAOUI, 2021), e uma
alteracdo localizada nesta posicdo pode interferir na conformacdo do dominio de
ligacdo ao receptor (RBD), pois este a porcao terminal € lateral ao RBD, que é a
parte do pico de maior interacdo com o anticorpo. Uma alteracdo neste dominio
pode dificultar a interacdo proteina-anticorpo, prejudicando a atividade neutralizante
dos anticorpos produzidos pelas primeiras vacinas. Isso é possivel porque foi
fabricado com base no SARS-CoV-2 do inicio da pandemia quando as mutacfes

ainda ndo haviam sido detectadas.

No entanto, embora houvesse epitopos da construcdo que ndo foram
conservados para algumas sequéncias de variagcbes do SARS-CoV-2, eles ainda
foram conservados para a maioria das sequéncias testadas (17/27). Esse recurso

potencializa a eficacia de uma futura vacina contendo esse multiepitopo sintetizado,
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pois contém epitopos com potencial de induzir a resposta imune de células T e B

entre uma variedade de mutacdes que ocorrem nesse novo coronavirus.

Embora tenham surgido novas variantes, as porcentagens de conservagao
foram elevadas sendo 80% o menor valor encontrado para essa construcao. Ja em
relacdo a cobertura populacional mundial o conjunto de epitopos mdultiplos atingiu
90% de cobertura. Essa porcentagem foi semelhante ao denotado no trabalho de
Rahman et al. (2020) que teve como base a construcdo de vacina multiepitopo a

partir das proteinas estruturais.

5.2 ABORDAGEM II

Foram identificados epitopos em todas as proteinas analisadas no presente
estudo. As proteinas estruturais, por sua vez, foram as que apresentaram maior
guantidade de epitopos preditos (63,6%) sendo cerca de metade destes (49,4%)
equivalente a Spike, e essa propor¢cdo aproximada permaneceu ap0s as analises.
Além disso, em relacdo a predicdo de epitopos para células T para MHC-I, as
proteinas estruturais tiveram em geral menores valores de IC50 que a nsPl e
acessorias indicando maior afinidade de ligacdo. Esse aspecto pode contribuir para
proporcionar uma maior quantidade de epitopos preditos para essa categoria de
proteinas, pois o método utilizado para predicdo leva em consideracdo na sua rede
neural os dados de afinidade de ligagdo (JURTZ et al., 2017).

Os epitopos de células B, por sua vez, também tiveram a maior quantidade de
epitopos (13/21) para as proteinas estruturais, principalmente Spike. A variacdo dos
seus valores de antigenicidade foi proximo ao encontrado por Can et al. (2020) que
variou entre 0,45 e 0,59 para epitopos com o0 mesmo intervalo de comprimento

utilizado como critério para o presente estudo.

A grande quantidade de epitopos para essa glicoproteina pode estar
associada ao seu tamanho (~ 4 Kbp de um genoma de 29,9 Kbp = ~ 13,4% do
genoma), pois é a maior proteina do virus e a sua caracteristica de exposi¢ao a
superficie viral e consequentemente mais proxima ao contato celular e a anticorpos.

Tais aspectos contribuem para uma maior disponibilidade de peptideos capazes de
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fornecer maior afinidade de ligacdo com as moléculas apresentadoras de antigeno e
maior imunogenicidade. Esse aspecto péde ser destacado por REY e LOK (2018) ao
mencionarem o papel das glicoproteinas de superficie, como a Spike, em virus
envelopados associando-as com a inducdo de imunogenicidade por meio de
elicitacdo de anticorpos neutralizantes.

Um diferencial explorado pelo presente trabalho foram os epitopos presentes
nas proteinas acessorias, categoria de proteinas pouco mencionada na literatura no
gue concerne a construcdes vacinais contra COVID-19 (ENAYATKHANI et al., 2021,
KHAN et al., 2021; JAIN et al., 2021) e que esta relacionada com a capacidade de
promover alteracdes na resposta imune via citocinas inflamatérias e interferons, por
exemplo (Hassan et al.,, 2020). Embora tenham sido preditos epitopos para essa
categoria em menor quantidade, € importante destacar que todas elas apresentaram
peptideos com potencial imunogénico. Desse modo, nota-se que essas proteinas
assim como as proteinas estruturais e ndo-estruturais sao capazes de contribuir com
a promocao da resposta imune proposta pela estratégia vacinal que estd sendo

construida.

A etapa de agrupamento de sequéncias semelhantes conseguiu reduzir entre
8% e 19% as quantidades iniciais de epitopos preditos das proteinas. Assim, ela
pbde ser considerada uma analise importante para restringir somente 0s epitopos
nao-redundantes dispostos a ser contidos nessa segunda construgdo. Esta etapa
também foi utilizada no trabalho de Scholzen et al. (2019) para desenvolvimento de

vacina multiepitopo contra febre Q.

Foi possivel observar que todas as proteinas foram afetadas pelas variantes
de preocupacédo ou de interesse. Estas tém potencial para altera¢cdes nas estruturas
do virus, transmissibilidade e diminuicdo da eficacia das vacinas (WHO, 2022). Esse
aspecto implicou na reducdo da quantidade de epitopos a serem utilizados nas
etapas seguintes de cobertura populacional e definicdo dos epitopos da construcao
da estratégia vacinal. Dessa forma, € possivel demonstrar como o surgimento de
novas variantes ao longo do tempo limita o desenvolvimento de vacinas que se

mantenham funcionais diante das mutac¢des. Sendo assim de suma importancia que
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ocorra a vacinacdo com o maximo de pessoas possiveis em um curto espaco de

tempo antes que surjam novas variantes (CALDWELL et al., 2021).

As proteinas E e ORF10 foram as mais impactadas pelas variantes, pois seu
namero total de epitopos foi zerado apoOs verificar sua conservagcdo menor que
100%. Em seguida a ORF8 foi a proteina que teve a segunda maior reducgéo do total
inicial de epitopos preditos apdés essa andlise. As variacbes nos valores de
conservacao estdo associadas as mutacfes que ocorreram nas sequéncias das
proteinas, pois 0s epitopos foram preditos a partir da sequéncia de referéncia.
Timmers et al. (2021) relataram em seu estudo muta¢des nas proteinas E e ORF8
identificadas no Brasil que coincidem com outros lugares do mundo. Ja Hassan et al.
(2020) detectaram em seu estudo com as proteinas acessorias, mutacdes nas
ORF10 e ORF8 sendo esta a segunda proteina acesséria com maior nimero de

variacoes.

O intervalo de valores referentes a afinidade de ligacdo dos modelos
elaborados pelo docking molecular foram semelhantes entre as duas construcdes, -
6,3 a -10,6 Kcal/mol (Abordagem I) e -5,9 a -7,7 Kcal/mol (Abordagem Il). Entre os
40 epitopos contidos ao total das duas construcdes, os epitopos LPFFSNVTW,
LPFNDGVYF e FQFCNDPFL da primeira construcdo apresentaram afinidade de
ligacdo proximo ao observado no estudo realizado por Rahman et al. (2020) que
observaram valores < -8,2 Kcal/mol entre os epitopos contidos na constru¢ao vacinal

guimérica contra as proteinas S, M e E do SARS-CoV-2.

A cobertura populacional dessa segunda constru¢cdo mesmo variando entre
0S continentes conseguiu se manter elevada em um contexto mundial para MHC-I
(53,38%). O fato dela ter tido uma porcentagem menor em comparacao a primeira
pode ter sido devido a variabilidade de HLAs utilizados e os epitopos de sua
composicdo ndo serem iguais, pois a ferramenta se baseia na combinacdo das
frequéncias alélicas do conjunto de epitopos para estipular a cobertura populacional
(BUI et al., 2006).

Enquanto a primeira cobriu 15 HLAs de classe | e 21 HLAs de classe Il a
segunda teve em comum dois MHC-I (HLA-A*02:01 e HLA-A*02:06) entre os seus 3
alelos de classe | e trés MHC-Il (HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*11:02 e HLA-
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DRB1*13:22) entre os seus 6 alelos de classe Il. Embora inicialmente, na etapa de
predicdo em que a segunda abordagem identificou epitopos para 21 HLAs de classe
| e 6 HLAs de classe Il tendo em comum entre as duas abordagens HLA-A*01:01,
HLA-A*02:01, HLA-A*02:06, HLA-A*03:01, HLA-B*15:01, HLA-B*15:02, HLA-
C*08:01, HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*11:02 e HLA-DRB1*13:22, apds as analises
foi refinado o quantitativo de epitopos e consequentemente os seus alelos ligantes

podendo assim ser explicado o uso distinto de HLAs entre as abordagens.

Rajput et al. (2021), Kumar et al. (2021), Jyotisha e Qureshi (2020) e Ayyagari
et al. (2020) em seus estudos de construcbes multiepitopo contendo entre 6 e 22
epitopos tiveram coberturas populacionais elevadas (80,35% - 94,06%). Porém,
diferentemente do presente estudo essas porcentagens corresponderam a
coberturas combinadas entre epitopos que tinham a capacidade de se ligar a HLAs
das duas classes. Além disso, embora alguns alelos em comum, nenhum deles
utilizou o mesmo conjunto de MHCs e epitopos da segunda construcdo. Jain et al.
(2021) e Safavi et al. (2020) fizeram em seus trabalhos analises de cobertura
separadas para MHC-I e MHC-II, como foi feito no presente trabalho, e obtiveram
valores variando entre 91,22% e 99,70%, mas também n&o utilizaram os mesmos

epitopos e HLAs do segundo multiepitopo.

Em contrapartida, ADAM (2021) fez os dois tipos de andlises, combinada e
separadamente, e foi possivel identificar que enquanto na primeira a cobertura foi de
99,26%, na segunda esse valor foi reduzido para 49,02% para cada classe de MHC-
Il se aproximando da média observada no presente estudo. Nesse mesmo trabalho
foi possivel denotar que entre os 7 HLAs da construcdo da Abordagem I, 5

coincidiram com os utilizados pelo trabalho de Adam (2021).

5.3 COMPARACAO ENTRE AS ABORDAGENS | E I

Apesar das diferencas em relacdo a cobertura populacional entre a
Abordagem | e Il foi possivel observar, de modo geral, que os valores de cobertura
de MHC-I foram maiores que de MHC-II, padrdo visualizado também no estudo de

Rahman et al. (2020). Essa diferenca pode ser explicada devido a algumas
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caracteristicas associadas ao MHC de classe |, como maior porcentagem de
cobertura individual dos epitopos associados aos alelos de MHC-I e maior
disponibilidade de ferramentas de predicdo in silico o que pode proporcionar

epitopos com melhor desempenho.

Esse aspecto pode estar associado a caracteristica da molécula de MHC-I de
ter menos cadeias e padroes mais definidos de peptideos ligantes a ela, o que pode
facilitar o desenvolvimento de mais ferramentas computacionais que sdo pautadas
em padrbes observados. Além disso, 0 MHC-I é expressso por todas as células
nucleadas, diferindo do MHC-II que tem um numero restrito de células para
expressa-lo (NEEFJES, et al., 2011). Davila, McNamara e Yang (2012) em seu
estudo de comparacdo de cobertura vacinal por abordagens in silico entre
plataformas vacinais contra BCG mencionaram a variabilidade de padrdes de
reconhecimento que as moléculas de MHC possuem e por isso alguns HLAs sao
mais flexiveis do que outros em relacdo ao numero de aminoacidos de cada
peptideo que ele consegue comportar e a quantidade de epitopos que ele consegue

se ligar.

Os epitopos selecionados para compor a segunda construcdo tiveram o0s
melhores desempenhos apds as andlises realizadas, pois conseguiram se manter
totalmente conservados entre as variantes, em sua maioria sdo capazes de se ligar
a mais de um HLA, obtiveram os maiores valores de cobertura populacional
individual entre cada proteina, maior afinidade de ligacdo, antigenicidade e
demonstraram capacidade de processamento via TAP. Entre os epitopos contidos
nessa segunda construcdo, KLGASQRVAGDS, epitopo ativador de células B, foi
utilizado por Ayyagari et al. (2020) na construcdo do multiepitopo da proteina M.
Ratificando assim que a composi¢cdo do multiepitopo pela Abordagem Il contém

epitopo com desempenho comprovado na literatura.

Apesar de ambas as construc¢des terem sido feitas a partir de analises in silico
destinadas a predicdo de epitopos do mesmo microrganismo € valido observar e
comparar como elas fornecem resultados distintos. Dessa forma é possivel perceber
gue a origem dos dados preditos (a partir de estudos publicados ou a partir da
sequéncia de referéncia de Wuhan na China), o conjunto de proteinas virais, 0s
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filtros utilizados para selecionar os epitopos, a quantidade e as diferentes
combinacfes de HLAs utilizados podem resultar em contrugcdes multiepitopos
distintas. Além disso, como forma de validar experimentalmente as informacdes
preditas é importante que posteriormente sejam feitos ensaios in vitro e in vivo para

verificar se ha diferenca nas respostas do sistema imune geradas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante de todos os aspectos mencionados foram desenvolvidas duas
constru¢des vacinais multiepitopo in silico a partir de diferentes abordagens de
predicdo de epitopos que passaram pelas mesmas analises. Foram observadas
entre elas diferencas na conservacao dos epitopos diante das variantes emergentes
e na cobertura populacional que pode estar relacionado ao conjunto de HLAS
distintos utilizados por cada uma delas. Além de ser explorado as diferencas de cada
classe de MHC que pode explicar as variagbes nos resultados de cobertura
populacional.

Apesar dessas diferencas, as constru¢cdes se mantiveram em grande parte
conservadas mesmo com O surgimento continuo de variantes ao longo do
desenvolvimento do presente estudo e capazes de explorar o potencial imunogénico
de diversas proteinas do virus a partir da predicdo de seus epitopos. Esse aspecto
mostra-se relevante no que concerne o desenvolvimento de estratégias vacinais
principalmente em periodos que necessitam de forma répida a contencdo de uma
doenca, como a pandemia da COVID-19.

Dessa forma, estratégias vacinais de facil edicdo, como vacinas de acidos
nucleicos associadas as plataformas de baixo custo e rapida verificacdo de
conservacado as novas variantes, como as constru¢cdes multiepitopo tornam-se
alternativas interessantes para o desenvolvimento das prOximas vacinas contra
COVID-19 e outras doencas que possam vir a surgir. Além disso, € valido ressaltar
gue constru¢cdes multiepitopo como as desenvolvidas no presente trabalho
necessitam de investimento para validagédo in vitro e posteriormente in vivo para
verificar sua capacidade de imunizacéo nas popula¢cdes, como ja esta sendo feito no
antigeno multiepitopo da Abordagem | que foi sintetizado e esta sendo testado em

ensaios pré-clinicos.
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ABSTRACT

The current pandemic called COVID-19 caused by the SARS-CoV-2 virus brought the need for the search
for fast alternatives to both control and fight the SARS-CoV-2 infection. Therefore, a race for a vaccine
against COVID-19 took place, and some vaccines have been approved for emergency use in several
countries in a record time. Ongoing prophylactic research has sought faster, safer, and precise alternatives
by redirecting knowledge of other vaccines, and/or the development of new strategies using available
tools, mainly in the areas of genomics and bicinformatics. The current review highlights the development
of synthetic antigen vaccines, focusing on the usage of bioinformatics tools for the selection and
construction of antigens on the different vaccine constructions under development, as well as strategies

to optimize vaccines for COVID-19.

The current pandemic called COVID-19 caused by the SARS-
CoV-2 virus is responsible for over 200 million cases and
4 million deaths." It has also brought the need for new political,
economic, and social perspectives which maximize the search
for fast alternatives to both control and fight the SARS-CoV-2
infection. Therefore, a race for a vaccine against COVID-19
took place, and in less than a year, some of the studies have
reached phase 3 of vaccine trials as well as some others have
been approved for emergency use in several countries.”
Ongoing prophylactic research has sought faster, safer, and
precise alternatives that can be reached by redirecting knowl-
edge of other vaccines that already exist for other diseases, and/
or the development of new strategies using available tools,
mainly in the areas of genomics and bioinformatics." The
current review highlights the development of synthetic antigen
vaccines, focusing on the usage of bioinformatics tools for the
selection and construction of antigens on the different vaccine
constructions under development, as well as strategies to opti-
mize vaccines for COVID-19.

Vaccine development landscape in the context of
CoVID-19

Vaccines are excellent tools in controlling infectious diseases
and preventing humanitarian epidemics crisis by inducing the
establishment of an immune response capable of quickly con-
trolling and eliminating pathogens. This long-term protection
is usually characterized by antibody persistence and cell-
mediated immune response.” As a result, vaccines are the
main prophylactic alternative to prevent the spread of

ARTICLE HISTORY
Recelved 15 April 2021
Revised 4 August 2021
Accepted 24 August 2021

KEYWORDS
SARS-CoV-2; nudelc acld
vaccines; in silic;
Immunoinformatics;
adjuvants

COVID-19.° There are currently 185 candidates being evalu-
ated during the pre-trial vaccine and 102 with eight different
technology platforms under clinical evaluation” (Table 1). So
far, 17 vaccines have been approved for use in humans in
several countries.

Many laboratories have invested in more modern vaccine
strategies besides older vaccine platforms such as the attenu-
ated or inactive virus, especially during the COVID 19 pan-
demic. A survey carried out in silico by Defrancesco2 showed
that several vaccine platforms are being tested, such as protein
subunit vaccines, virus-like particle vaccines, DNA- and RNA-
based vaccines, viral vector-based vaccines, among other
strategies.

Nucleic acid vaccines are new and versatile strategies that
use recombinant DNA technology for immunization or immu-
notherapy. They consist of viral vector-based vaccines, in
which a virus unrelated to the pathology, live or inactive,
carries the genetic material of the target antigen, along with
DNA- and RNA-based vaccine platforms, in which the gene
sequence (of one or more genes) encoding the protein of the
pathogen of interest will be delivered as a vaccine. Another
alternative used in these nucleic acid approaches is the use of
epitope coding sequences whose immunogenicity is rigorously
selected in silico, in the so-called synthetic antigen vaccine. In
this review, we will focus on these synthetic antigen vaccines,
which are an interesting strategy since they can combine one or
more antigens from the same pathogen or even from different
variants in the same vaccine.”’* In this review, we will focus
on DNA and mRNA vaccine platforms, especially multiepitope
ones that use synthetic antigens.
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Abstract

Background: Human papillomavirus (HPV) is the main cause of cervical cancer.
Polymerase chain reaction (PCR)-based techniques are associated with accurate
results with respect to HPV detection and genotyping, being able to identify viral
DNA at low levels. However, differences in primer design influence their sensibility
and specificity, depending on the HPV type assessed.

Objective: The aim of the study was to comparatively evaluate the effectiveness
of three different PCR-based strategies for HPV detection and genotyping from
cervical samples.

Study Design: The procedures were based on different primer design strategies,
using MY09/MY11, EntroA, and type specific multiplex PCR primers.

Results: Out of 411 samples of cervical scrapings, 45 (10.9%), 50 (12.2%), and 117
(28.5%) were positive for MYO9/MY11, EntroA, and multiplex PCR, respectively. For
MYO09/MY11 positive samples, 36 were negative for EntroA and 23 for multiplex
PCR. For EntroA positive samples, 40 were negative for MY09/MY11 and 26 for
multiplex PCR. For multiplex PCR positive samples, 96 were negative for MY09/
MY11 and 94 for EntroA. MY09/MY11 identified 12 different HPV types, EntroA
detected eight types and multiplex PCR detected 11 HPV types. EntroA primers
were able to detect HPV in more samples than MY09/MY11, while multiplex PCR,
despite the limited targeted HPV types, presented higher sensibility than the other
methods.

Conclusions: The three methods presented different advantages and disadvantages,
and the present study reinforces the need to use more than one molecular strategy
for HPV detection and genotyping, and the development of novel methods which
could overcome the limitations of the existing tests.
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APENDICE C - EPITOPOS PREDITOS DE CELULAS T (MHC-I E MHC-II) E
CELULAS B DA PROTEINA SPIKE (S).

Epitopos preditos da proteina spike (S)

Peptideo Inicio Fim Comprimento Alelo IC50 (<50)
MHC-|

HLA-A* (n = 100)

FQFCNDPFL 133 141 9 HLA-A*02:06 4,26
YLQPRTFLL 269 277 9 HLA-A*02:01 4,3
QYIKWPWYI 1208 1216 9 HLA-A*23:01 4,47
FIAGLIAIV 1220 1228 9 HLA-A*02:06 4,53
LTDEMIAQY 865 873 9 HLA-A*01:01 4,55
RLFRKSNLK 454 462 9 HLA-A*03:01 4,82
FIAGLIAIV 1220 1228 9 HLA-A*02:01 6,61
KWPWYIWLGF 1211 1220 10 HLA-A*23:01 7,11
FQFCNDPFLGV 133 143 11 HLA-A*02:06 7,51
FTISVTTEI 718 726 9 HLA-A*02:06 7,51
LYNSASFSTF 368 377 10 HLA-A*23:01 7,95
FVSNGTHWFV 1095 1104 10 HLA-A*02:06 8,21
FELLHAPATV 515 524 10 HLA-A*02:01 8,28
VVFLHVTYV 1060 1068 9 HLA-A*02:06 8,35
MQMAYRFNGI 900 909 10 HLA-A*02:06 8,64
YLQPRTFLL 269 277 9 HLA-A*02:06 8,68
QYIKWPWYIW 1208 1217 10 HLA-A*23:01 8,86
NSASFSTFK 370 378 9 HLA-A*11:01 9,13
GVYFASTEK 89 97 9 HLA-A*11:01 9,66
KLNDLCFTNV 386 395 10 HLA-A*02:01 9,66
CYFPLQSYGF 488 497 10 HLA-A*23:01 10,5
FQFCNDPFL 133 141 9 HLA-A*02:01 10,54
KQIYKTPPI 786 794 9 HLA-A*02:06 10,96
SIIAYTMSL 691 699 9 HLA-A*02:06 11,46
ASANLAATK 1020 1028 9 HLA-A*11:01 11,48
RLQSLQTYV 1000 1008 9 HLA-A*02:01 11,92
YNSASFSTFK 369 378 10 HLA-A*11:01 12,31
FVSNGTHWFV 1095 1104 10 HLA-A*02:01 12,74
LLFNKVTLA 821 829 9 HLA-A*02:01 12,82
LLTDEMIAQY 864 873 10 HLA-A*01:01 13,6
TEILPVSMTK 724 733 10 HLA-A*11:01 15,38
YRLFRKSNLK 453 462 10 HLA-A*03:01 15,5
CTLKSFTVEK 301 310 10 HLA-A*11:01 15,8
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NQVAVLYQDV 606 615 10 HLA-A*02:06 36,21
YTNSFTRGV 28 36 9 HLA-A*02:06 36,31
PFAMQMAYRF 897 906 10 HLA-A*23:01 36,99
RLQSLQTYV 1000 1008 9 HLA-A*02:06 37,02
QIYKTPPIK 787 795 9 HLA-A*03:01 37,14
GSFCTQLNR 757 765 9 HLA-A*11:01 37,18
LLFNKVTLA 821 829 9 HLA-A*02:06 38,61
VTYVPAQEK 1065 1073 9 HLA-A*03:01 39,21
FQFCNDPFLGV 133 143 11 HLA-A*02:01 39,27
YQAGSTPCNGV 473 483 11 HLA-A*02:06 39,86
TLADAGFIK 827 835 9 HLA-A*11:01 40,02
VTWFHAIHV 62 70 9 HLA-A*02:06 40,28
RASANLAATK 1019 1028 10 HLA-A*11:01 40,61
NTQEVFAQV 777 785 9 HLA-A*02:06 41,58
HLMSFPQSA 1048 1056 9 HLA-A*02:01 41,79
VYSSANNCTF 159 168 10 HLA-A*23:01 42,42
KMSECVLGQSK 1028 1038 11 HLA-A*03:01 43,33
LYNSASFSTFK 368 378 11 HLA-A*11:01 43,71
YLQPRTFLLK 269 278 10 HLA-A*11:01 45,19
RLDKVEAEV 983 991 9 HLA-A*02:01 46,73
MIAQYTSAL 869 877 9 HLA-A*02:06 47,66
KLPDDFTGCV 424 433 10 HLA-A*02:01 47,78
FLHVTYVPA 1062 1070 9 HLA-A*02:06 47,92
YTSALLAGTI 873 882 10 HLA-A*02:06 48,03
KCTLKSFTVEK 300 310 11 HLA-A*03:01 48,57
YFPLQSYGF 489 497 9 HLA-A*23:01 49,01
RQIAPGQTGK 408 417 10 HLA-A*03:01 49,65
LSSTASALGK 938 947 10 HLA-A*11:01 49,79
HLA-B* (n = 25)

SPRRARSVA 680 688 9 HLA-B*07:02 4,65
RVYSTGSNVF 634 643 10 HLA-B*15:01 9,05
IPEAMQMAY 896 904 9 HLA-B*15:02 18,22
YLQPRTFLL 269 277 9 HLA-B*08:01 19,89
LQIPFAMQMAY 894 904 11 HLA-B*15:01 19,97
SPRRARSV 680 687 8 HLA-B*07:02 24,4
WMESEFRVY 152 160 9 HLA-B*15:02 25,4
LLALHRSYL 241 249 9 HLA-B*08:01 30,5
LVKQLSSNF 962 970 9 HLA-B*15:01 31,15
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LQIPFAMQM 894 902 9 HLA-B*15:01 33,31
YSVLYNSASF 365 374 10 HLA-B*15:01 35,27
YTNSFTRGVY 28 37 10 HLA-B*15:01 36,2
SPRRARSVAS 680 689 10 HLA-B*07:02 37,41
FNATRFASV 342 350 9 HLA-B*08:01 38,87
LQPRTFLLKY 270 279 10 HLA-B*15:01 40,73
AQKFNGLTVL 852 861 10 HLA-B*15:01 40,8
MIAQYTSAL 869 877 9 HLA-B*15:02 41,02
YPDKVFRSSV 38 47 10 HLA-B*07:02 41,65
TLLALHRSY 240 248 9 HLA-B*15:02 44,13
WTAGAAAYY 258 266 9 HLA-B*15:02 45,69
LPQGFSAL 216 223 8 HLA-B*07:02 47,56
SVLYNSASF 366 374 9 HLA-B*15:02 48,85
STQDLFLPF 50 58 9 HLA-B*15:01 48,97
SVASQSIIAY 686 695 10 HLA-B*15:01 49,12
LQYGSFCTQL 754 763 10 HLA-B*15:01 49,36
HLA-C* (n = 31)

WTEGAGAAL 886 894 9 HLA-C*03:04 6,1
WTEGAGAAL 886 894 9 HLA-C*03:03 6,1
MIAQYTSAL 869 877 9 HLA-C*03:04 8,43
MIAQYTSAL 869 877 9 HLA-C*03:03 8,43
FTISVTTEI 718 726 9 HLA-C*03:04 12,37
FTISVTTEI 718 726 9 HLA-C*03:03 12,37
IANQFNSAI 923 931 9 HLA-C*03:04 13,75
IANQFNSAI 923 931 9 HLA-C*03:03 13,75
IAQYTSALL 870 878 9 HLA-C*03:04 14,57
IAQYTSALL 870 878 9 HLA-C*03:03 14,57
IAIPTNFTI 712 720 9 HLA-C*03:04 14,99
IAIPTNFTI 712 720 9 HLA-C*03:03 14,99
SAPHGVVFL 1055 1063 9 HLA-C*01:02 18,97
YSSANNCTF 160 168 9 HLA-C*03:04 19,85
YSSANNCTF 160 168 9 HLA-C*03:03 19,85
VRFPNITNL 327 335 9 HLA-C*06:02 21,58
FAMQMAYRF 898 906 9 HLA-C*03:04 22,39
FAMQMAYRF 898 906 9 HLA-C*03:03 22,39
VVNQNAQAL 951 959 9 HLA-C*03:04 22,41
VVNQNAQAL 951 959 9 HLA-C*03:03 22,41
SIAYTMSL 691 699 9 HLA-C*03:04 24,39
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SIAYTMSL 691 699 9 HLA-C*03:03 24,39
SALEPLVDL 221 229 9 HLA-C*03:04 37,72
SALEPLVDL 221 229 9 HLA-C*03:03 37,72
IAIVMVTIM 1225 1233 9 HLA-C*03:04 38,83
IAIVMVTIM 1225 1233 9 HLA-C*03:03 38,83
AALQIPFAM 892 900 9 HLA-C*03:04 40,36
AALQIPFAM 892 900 9 HLA-C*03:03 40,36
YQPYRVVVL 505 513 9 HLA-C*01:02 41,02
AAAYYVGYL 262 270 9 HLA-C*03:04 49,43
AAAYYVGYL 262 270 9 HLA-C*03:03 49,43
MHC-II (n = 256)

IIAYTMSLGAENSVA 692 706 15 HLA-DRB1*10:01 7,80
SIAYTMSLGAENSV 691 705 15 HLA-DRB1*10:01 8,83
VVVLSFELLHAPATV 510 524 15 HLA-DRB1*01:01 4,65
VLSFELLHAPATVCG 512 526 15 HLA-DRB1*01:01 4,71
VVLSFELLHAPATVC 511 525 15 HLA-DRB1*01:01 4,80
SSNFGAISSVLNDIL 967 981 15 HLA-DRB1*10:01 9,56
AQKFNGLTVLPPLLT 852 866 15 HLA-DRB1*10:01 9,57
IAYTMSLGAENSVAY 693 707 15 HLA-DRB1*10:01 9,87
VVVLSFELLHAPATV 510 524 15 HLA-DRB1*10:01 10,19
LSSNFGAISSVLNDI 966 980 15 HLA-DRB1*10:01 10,67
QKFNGLTVLPPLLTD 853 867 15 HLA-DRB1*10:01 10,73
QIPFAMQMAYRFNGI 895 909 15 HLA-DRB1*01:04 13,02
LSFELLHAPATVCGP 513 527 15 HLA-DRB1*01:01 5,41
QSIIAYTMSLGAENS 690 704 15 HLA-DRB1*10:01 11,12
SNFGAISSVLNDILS 968 982 15 HLA-DRB1*10:01 11,14
VVLSFELLHAPATVC 511 525 15 HLA-DRB1*10:01 11,32
VLSFELLHAPATVCG 512 526 15 HLA-DRB1*10:01 11,76
CAQKFNGLTVLPPLL 851 865 15 HLA-DRB1*10:01 11,81
QSLLIVNNATNVVIK 115 129 15 HLA-DRB1*11:02 16,75
QSLLIVNNATNVVIK 115 129 15 HLA-DRB1*13:01 16,75
QSLLIVNNATNVVIK 115 129 15 HLA-DRB1*13:22 16,75
LQIPFAMQMAYRFNG 894 908 15 HLA-DRB1*01:04 15,46
QIPFAMQMAYRFNGI 895 909 15 HLA-DRB1*01:01 5,95
SLLIVNNATNVVIKV 116 130 15 HLA-DRB1*11:02 17,41
SLLIVNNATNVVIKV 116 130 15 HLA-DRB1*13:01 17,41
SLLIVNNATNVVIKV 116 130 15 HLA-DRB1*13:22 17,41
NITRFQTLLALHRSY 234 248 15 HLA-DRB1*01:04 16,16
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HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01

10,93
20,25
20,37
20,56
29,80
11,16
11,30
20,69
21,11
21,15
32,93
32,93
32,93
11,48
31,36
11,70
21,62
21,78
21,94
12,03
12,13
12,35
22,23
22,37
32,59
32,87
33,10
34,93
34,93
34,93
35,44
35,44
35,44
12,49
22,60
23,10
33,82
36,01
36,01
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NYLYRLFRKSNLKPF
INITRFQTLLALHRS
INITRFQTLLALHRS
INITRFQTLLALHRS
TREQTLLALHRSYLT
SIAYTMSLGAENSV
QTSNFRVQPTESIVR
IAQYTSALLAGTITS
YLYRLFRKSNLKPFE
YLYRLFRKSNLKPFE
YLYRLFRKSNLKPFE
GINITRFQTLLALHR
GINITRFQTLLALHR
GINITRFQTLLALHR
VADYSVLYNSASFST
IPFAMQMAYRFNGIG
IPFAMQMAYRFNGIG
IPEAMQMAYRFNGIG
PFAMQMAYRFNGIGV
FGGFNFSQILPDPSK
AAEIRASANLAATKM
AAEIRASANLAATKM
AAEIRASANLAATKM
LQIPFAMQMAYRFNG
LQIPFAMQMAYRFNG
LQIPFAMQMAYRFNG
FASVYAWNRKRISNC
FASVYAWNRKRISNC
FASVYAWNRKRISNC
YYVGYLQPRTFLLKY
LSSNFGAISSVLNDI
QTSNFRVQPTESIVR
RFQTLLALHRSYLTP
LQTYVTQQLIRAAEI
LPQGFSALEPLVDLP
QQLIRAAEIRASANL
TLLALHRSYLTPGDS
TLLALHRSYLTPGDS
TLLALHRSYLTPGDS

450
233
233
233
236
691
314
870
451
451
451
232
232
232
362
896
896
896
897
797
1015
1015
1015
894
894
894
347
347
347
265
966
314
237
1004
216
1010
240
240
240

464
247
247
247
250
705
328
884
465
465
465
246
246
246
376
910
910
910
911
811

1029

1029

1029
908
908
908
361
361
361
279
980
328
251

1018
230

1024
254
254
254

HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22

36,01
36,03
36,03
36,03
12,60
12,69
13,17
23,65
37,54
37,54
37,54
37,92
37,92
37,92
13,57
38,81
38,81
38,81
14,02
2471
39,55
39,55
39,55
39,56
39,56
39,56
39,75
39,75
39,75
14,11
14,18
24,73
25,15
25,17
25,39
25,87
41,11
41,11
41,11
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MIAQYTSALLAGTIT
NGLTVLPPLLTDEMI
QMAYRFNGIGVTQNV
AYYVGYLQPRTFLLK
LSFELLHAPATVCGP
LYRLFRKSNLKPFER
LYRLFRKSNLKPFER
LYRLFRKSNLKPFER
IAYTMSLGAENSVAY
NYNYLYRLFRKSNLK
NYNYLYRLFRKSNLK
NYNYLYRLFRKSNLK
YVGYLQPRTFLLKYN
GINITRFQTLLALHR
GRLQSLQTYVTQQLI
EVQIDRLITGRLQSL
CVADYSVLYNSASFS
RFQTLLALHRSYLTP
AQKFNGLTVLPPLLT
AYYVGYLQPRTFLLK
NGLTVLPPLLTDEMI
QQLIRAAEIRASANL
GRLQSLQTYVTQQLI
VTQQLIRAAEIRASA
ALQIPFAMQMAYRFN
ALQIPFAMQMAYRFN
ALQIPFAMQMAYRFN
SNFGAISSVLNDILS
GRLQSLQTYVTQQLI
QTYVTQQLIRAAEIR
TQQLIRAAEIRASAN
TSNFRVQPTESIVRF
PFAMQMAYRFNGIGV
PFAMQMAYRFNGIGV
PFAMQMAYRFNGIGV
ITGRLQSLQTYVTQQ
SLQTYVTQQLIRAAE
YYVGYLQPRTFLLKY
ITGRLQSLQTYVTQQ

869
856
901
264
513
452
452
452
693
448
448
448
266
232
999
990
361
237
852
264
856
1010
999
1008
893
893
893
968
999
1005
1009
315
897
897
897
997
1003
265
997

883
870
915
278
527
466
466
466
707
462
462
462
280
246
1013
1004
375
251
866
278
870
1024
1013
1022
907
907
907
982
1013
1019
1023
329
911
911
911
1011
1017
279
1011

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01

26,46
26,52
26,64
37,51
38,32
41,61
41,61
41,61
14,80
43,20
43,20
43,20
15,01
15,10
27,21
39,42
15,23
15,26
39,85
15,42
15,48
40,61
40,82
41,03
45,38
45,38
45,38
15,59
15,67
28,13
41,11
41,35
46,26
46,26
46,26
28,64
28,79
42,05
15,96
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QSIIAYTMSLGAENS 690 704 15 HLA-DRB1*01:01 16,16
AALQIPFAMQMAYRF 892 906 15 HLA-DRB1*10:01 28,92
QDLFLPFFSNVTWFH 52 66 15 HLA-DRB1*10:01 29,16
GFNFSQILPDPSKPS 799 813 15 HLA-DRB1*10:01 29,31
QSLQTYVTQQLIRAA 1002 1016 15 HLA-DRB1*10:01 29,39
HGVVFLHVTYVPAQE 1058 1072 15 HLA-DRB1*10:01 29,60
AEIRASANLAATKMS 1016 1030 15 HLA-DRB1*11:02 47,49
AEIRASANLAATKMS 1016 1030 15 HLA-DRB1*13:01 47,49
AEIRASANLAATKMS 1016 1030 15 HLA-DRB1*13:22 47,49
GWTFGAGAALQIPFA 885 899 15 HLA-DRB1*01:01 16,39
NFNGLTGTGVLTESN 542 556 15 HLA-DRB1*01:01 16,47
FLPFFSNVTWFHAIH 55 69 15 HLA-DRB1*10:01 29,72
GGFNFSQILPDPSKP 798 812 15 HLA-DRB1*10:01 29,72
LFLPFFSNVTWFHAI 54 68 15 HLA-DRB1*10:01 29,77
DLFLPFFSNVTWFHA 53 67 15 HLA-DRB1*10:01 29,81
EMIAQYTSALLAGTI 868 882 15 HLA-DRB1*10:01 29,83
GVVFLHVTYVPAQEK 1059 1073 15 HLA-DRB1*10:01 29,83
PHGVVFLHVTYVPAQ 1057 1071 15 HLA-DRB1*10:01 29,87
QSLLIVNNATNVVIK 115 129 15 HLA-DRB1*01:04 43,00
ITGRLQSLQTYVTQQ 997 1011 15 HLA-DRB1*01:04 43,81
YNYLYRLFRKSNLKP 449 463 15 HLA-DRB1*11:02 48,88
YNYLYRLFRKSNLKP 449 463 15 HLA-DRB1*13:01 48,88
YNYLYRLFRKSNLKP 449 463 15 HLA-DRB1*13:22 48,88
AALQIPFAMQMAYRF 892 906 15 HLA-DRB1*01:01 16,69
ADYSVLYNSASFSTF 363 377 15 HLA-DRB1*01:01 16,74
TQQLIRAAEIRASAN 1009 1023 15 HLA-DRB1*10:01 30,91
FSNVTWFHAIHVSGT 59 73 15 HLA-DRB1*10:01 31,08
VQIDRLITGRLQSLQ 991 1005 15 HLA-DRB1*01:04 44,97
GFSALEPLVDLPIGI 219 233 15 HLA-DRB1*10:01 31,27
LLQYGSFCTQLNRAL 753 767 15 HLA-DRB1*10:01 31,29
YVTQQLIRAAEIRAS 1007 1021 15 HLA-DRB1*01:04 46,00
GLTVLPPLLTDEMIA 857 871 15 HLA-DRB1*01:04 46,82
QTLLALHRSYLTPGD 239 253 15 HLA-DRB1*01:04 46,84
AAEIRASANLAATKM 1015 1029 15 HLA-DRB1*01:04 46,87
Célula B (n = 8)

GQSKRVDFC 1035 1043 9 - -
TPGDSSSGWTA 250 260 11 - -
RVYSTGSNVFQ 634 644 11 - -
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VNNSYECDIPI
RNFYEPQIITTD
MDLEGKQGNFKNL
KQIYKTPPIKDFGGF
LADAGFIKQYGDCLG

656
1107
177
786
828

666
1118
189
800
842

11
12
13
15
15
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APENDICE D - EPITOPOS PREDITOS DE CELULAS T (MHC-I E MHC-II) E
CELULAS B DA PROTEINA DO ENVELOPE (E).

Epitopos preditos da proteina do envelope (E)

Peptideo Inicio Fim Comprimento Alelo IC50 (<50)
MHC-I

HLA-A* (n = 14)

FLAFVVFLL 20 28 9 HLA-A*02:01 5,97
SLVKPSFYV 50 58 9 HLA-A*02:01 8,97
SVLLFLAFRV 16 24 9 HLA-A*02:06 9,14
SLVKPSFYV 50 58 9 HLA-A*02:06 11,05
FLLVTLAIL 26 34 9 HLA-A*02:01 14,58
FLAFVVFLL 20 28 9 HLA-A*02:06 20,26
SVLLFLAFRV 16 24 9 HLA-A*02:01 25,28
VLLFLAFVV 17 25 9 HLA-A*02:01 30,41
FLAFVVFLLV 20 29 10 HLA-A*02:01 33,3
VTLAILTAL 29 37 9 HLA-A*02:06 35,21
FLLVTLAIL 26 34 9 HLA-A*02:06 38,97
IVNSVLLFL 13 21 9 HLA-A*02:06 43,15
SVLLFLAFVV 16 25 10 HLA-A*02:06 43,61
SVLLFLAFVV 16 25 10 HLA-A*02:01 45,16
HLA-B* (n = 5)

LVKPSFYVY 51 59 9 HLA-B*15:01 29,07
LIVNSVLLF 12 20 9 HLA-B*15:01 29,28
SLVKPSFYVY 50 59 10 HLA-B*15:01 30,14
LVKPSFYVY 51 59 9 HLA-B*15:02 4457
ILTALRLCAY 33 42 10 HLA-B*15:01 45,61
HLA-C* (n = 6)

FVSEETGTL 4 12 9 HLA-C*03:04 13,54
FVSEETGTL 4 12 9 HLA-C*03:03 13,54
LAILTALRL 31 39 9 HLA-C*03:04 23,97
LAILTALRL 31 39 9 HLA-C*03:03 23,97
YVYSRVKNL 57 65 9 HLA-C*03:04 46,42
YVYSRVKNL 57 65 9 HLA-C*03:03 46,42
MHC-II (n = 34)

SFYVYSRVKNLNSSR 55 69 15 HLA-DRB1*01:01 13,54

YSRVKNLNSSRVPDL 59 73 15 HLA-DRB1*01:01 13,92



PSFYVYSRVKNLNSS 54 68 15 HLA-DRB1*01:01 14,14
FYVYSRVKNLNSSRV 56 70 15 HLA-DRB1*01:01 14,31
YVYSRVKNLNSSRVP 57 71 15 HLA-DRB1*01:01 14,71
KPSFYVYSRVKNLNS 53 67 15 HLA-DRB1*01:01 16,58
FYVYSRVKNLNSSRV 56 70 15 HLA-DRB1*10:01 17,12
SFYVYSRVKNLNSSR 55 69 15 HLA-DRB1*10:01 17,37
VYSRVKNLNSSRVPD 58 72 15 HLA-DRB1*01:01 17,41
PSFYVYSRVKNLNSS 54 68 15 HLA-DRB1*10:01 19,49
VTLAILTALRLCAYC 29 43 15 HLA-DRB1*01:01 21,12
VKPSFYVYSRVKNLN 52 66 15 HLA-DRB1*01:01 21,84
SRVKNLNSSRVPDLL 60 74 15 HLA-DRB1*01:01 23,45
YVYSRVKNLNSSRVP 57 71 15 HLA-DRB1*10:01 24,47
MYSFVSEETGTLIVN 1 15 15 HLA-DRB1*01:01 25,29
KPSFYVYSRVKNLNS 53 67 15 HLA-DRB1*10:01 25,42
LVTLAILTALRLCAY 28 42 15 HLA-DRB1*01:01 26,92
TLAILTALRLCAYCC 30 44 15 HLA-DRB1*01:01 27,43
VTLAILTALRLCAYC 29 43 15 HLA-DRB1*01:04 30,19
YSRVKNLNSSRVPDL 59 73 15 HLA-DRB1*01:04 30,36
LLVTLAILTALRLCA 27 41 15 HLA-DRB1*01:01 30,89
LVTLAILTALRLCAY 28 42 15 HLA-DRB1*01:04 33,18
YSFVSEETGTLIVNS 2 16 15 HLA-DRB1*01:01 36,41
RVKNLNSSRVPDLLV 61 75 15 HLA-DRB1*01:01 37,68
LVKPSFYVYSRVKNL 51 65 15 HLA-DRB1*01:01 37,74
TLAILTALRLCAYCC 30 44 15 HLA-DRB1*01:04 40,11
VKPSFYVYSRVKNLN 52 66 15 HLA-DRB1*10:01 41,02
YVYSRVKNLNSSRVP 57 71 15 HLA-DRB1*01:04 41,04
VYSRVKNLNSSRVPD 58 72 15 HLA-DRB1*10:01 41,24
VYSRVKNLNSSRVPD 58 72 15 HLA-DRB1*01:04 41,70
LLVTLAILTALRLCA 27 41 15 HLA-DRB1*01:04 41,93
VFLLVTLAILTALRL 25 39 15 HLA-DRB1*01:01 43,63
FLLVTLAILTALRLC 26 40 15 HLA-DRB1*01:01 48,03
SRVKNLNSSRVPDLL 60 74 15 HLA-DRB1*01:04 49,26
Células B (n =1)

YVYSRVKNLNSSRVP 57 71 15 - -
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APENDICE E - EPITOPOS PREDITOS DE CELULAS T (MHC-I E MHC-II) E
CELULAS B DA PROTEINA DA MEMBRANA (M).

Epitopos preditos de proteina da membrana (M)

Peptideo Inicio Fim  Comprimento Alelo IC50 (<50)
MHC-|

HLA-A* (n = 47)

SYFIASFRLF 94 103 10 HLA-A*23:01 3,59
GLMWLSYFI 89 97 HLA-A*02:01 3,98
FVLAAVYRI 65 73 HLA-A*02:06 4,5
ATSRTLSYYK 171 180 10 HLA-A*11:01 4,73
YFIASFRLF 95 103 HLA-A*23:01 5,01
KLLEQWNLV 15 23 HLA-A*02:01 7,24
KLLEQWNLV 15 23 9 HLA-A*02:06 8,12
MWLSYFIASF 91 100 10 HLA-A*23:01 8,74
FVLAAVYRI 65 73 9 HLA-A*02:01 9,17
GLMWLSYFI 89 97 HLA-A*02:06 10,87
TLACFVLAAV 61 70 10 HLA-A*02:01 11,53
FLWLLWPV 53 60 8 HLA-A*02:01 12,98
FLWLLWPVTL 53 62 10 HLA-A*02:01 13,19
SYFIASFRL 94 102 9 HLA-A*23:01 14,63
KLIFLWLLWPV 50 60 11 HLA-A*02:01 15,85
FLFLTWICLL 26 35 10 HLA-A*02:01 16,42
TLACFVLAAV 61 70 10 HLA-A*02:06 16,63
QWNLVIGFLF 19 28 10 HLA-A*23:01 18,57
IAMACLVGL 82 90 9 HLA-A*02:06 18,69
ATSRTLSYYK 171 180 10 HLA-A*03:01 19,83
LSYFIASFR 93 101 9 HLA-A*11:01 19,87
LIFLWLLWPV 51 60 10 HLA-A*02:06 20,82
YSRYRIGNYK 196 205 10 HLA-A*11:01 23,14
KLLEQWNLVI 15 24 10 HLA-A*02:01 23,15
RFLYIIKLIF 44 53 10 HLA-A*23:01 23,98
KLIFLWLLWPV 50 60 11 HLA-A*02:06 24,93
TLACFVLAA 61 69 9 HLA-A*02:01 25,06
LIFLWLLWPV 51 60 10 HLA-A*02:01 25,96
TSRTLSYYK 172 180 HLA-A*11:01 26,99
LWLLWPVTL 54 62 9 HLA-A*23:01 27,55
LYHKLIFLW 46 55 10 HLA-A*23:01 27,82
LLWPVTLACFV 56 66 11 HLA-A*02:01 28,67
FLWLLWPV 53 60 8 HLA-A*02:06 29,75



SMWSFNPET 108 116 9 HLA-A*02:01 29,89
GTITVEELK 6 14 9 HLA-A*11:01 31,09
LVIGFLFLT 22 30 9 HLA-A*02:06 31,66
FIASFRLFA 96 104 9 HLA-A*02:06 31,8
WLLWPVTLA 55 63 9 HLA-A*02:01 33,1
GLMWLSYFIA 89 98 10 HLA-A*02:01 34,03
VGLMWLSYFI 88 97 10 HLA-A*02:01 35,79
GTITVEELKK 6 15 10 HLA-A*11:01 36,88
LSYFIASFRLF 93 103 11 HLA-A*23:01 38,12
TLACFVLAA 61 69 HLA-A*02:06 40,83
ATSRTLSYY 171 179 HLA-A*11:01 41,56
ATSRTLSYY 171 179 HLA-A*01:01 42,76
SMWSFNPETNI 108 118 11 HLA-A*02:01 43,25
FIASFRLFA 96 104 9 HLA-A*02:01 48,46
HLA-B* (n = 8)

SQRVAGDSGF 184 193 10 HLA-B*15:01 12,61
RLFARTRSM 101 109 HLA-B*15:01 21,34
RLFARTRSM 101 109 HLA-B*08:01 26,42
MWLSYFIASF 91 100 10 HLA-B*15:01 27,29
FARTRSMWSF 103 112 10 HLA-B*08:01 34,93
WLSYFIASF 92 100 9 HLA-B*15:01 36,04
RVAGDSGFAAY 186 196 11 HLA-B*15:01 38,32
FRLFARTRSM 100 109 10 HLA-B*08:01 44,59
HLA-C* (n = 11)

FAYANRNRF 37 45 9 HLA-C*03:04 5,37
FAYANRNRF 37 45 9 HLA-C*03:03 5,37
ITVATSRTL 168 176 9 HLA-C*03:04 16,61
ITVATSRTL 168 176 9 HLA-C*03:03 16,61
FAYANRNRFL 37 46 10 HLA-C*03:04 20,09
FAYANRNRFL 37 46 10 HLA-C*03:03 20,09
FAAYSRYRI 193 201 9 HLA-C*03:04 45,44
FAAYSRYRI 193 201 9 HLA-C*03:03 45,44
IAMACLVGL 82 90 9 HLA-C*03:04 45,45
IAMACLVGL 82 90 9 HLA-C*03:03 45,45
MHC-II (n = 180)

TLSYYKLGASQRVAG 175 189 15 HLA-DRB1*01:01 4,39
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RTLSYYKLGASQRVA
LSYYKLGASQRVAGD
SYYKLGASQRVAGDS
YYKLGASQRVAGDSG
PKEITVATSRTLSYY
SRTLSYYKLGASQRV
ICLLQFAYANRNRFL
KEITVATSRTLSYYK
LPKEITVATSRTLSY
WICLLQFAYANRNRF
VYRINWITGGIAIAM
TWICLLQFAYANRNR
YRINWITGGIAIAMA
CLLQFAYANRNRFLY
ICLLQFAYANRNRFL
AVYRINWITGGIAIA
WICLLQFAYANRNRF
DLPKEITVATSRTLS
LLQFAYANRNRFLYI
FRLFARTRSMWSFNP
SFRLFARTRSMWSFN
PKEITVATSRTLSYY
TLSYYKLGASQRVAG
RTLSYYKLGASQRVA
TLSYYKLGASQRVAG
CLLQFAYANRNRFLY
ASFRLFARTRSMWSF
AVILRGHLRIAGHHL
AVILRGHLRIAGHHL
AVILRGHLRIAGHHL
TWICLLQFAYANRNR
KEITVATSRTLSYYK
FRLFARTRSMWSFNP
GAVILRGHLRIAGHH
GAVILRGHLRIAGHH
GAVILRGHLRIAGHH
IGAVILRGHLRIAGH
IGAVILRGHLRIAGH
IGAVILRGHLRIAGH

174
176
177
178
165
173
32
166
164
31
70
30
71
33
32
69
31
163
34
100
99
165
175
174
175
33
98
142
142
142
30
166
100
141
141
141
140
140
140

188
190
191
192
179
187
46
180
178
45
84
44
85
47
46
83
45
177
48
114
113
179
189
188
189
47
112
156
156
156
44
180
114
155
155
155
154
154
154

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22

4,81
4,85
6,11
8,37
8,87
9,78
10,56
10,58
10,75
11,00
13,00
13,39
14,26
14,31
14,41
14,54
15,92
16,02
16,47
16,93
17,01
18,01
18,71
19,21
19,24
19,36
19,48
19,86
19,86
19,86
19,93
20,05
20,08
20,22
20,22
20,22
20,34
20,34
20,34
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LLQFAYANRNRFLYI
SYFIASFRLFARTRS
SYFIASFRLFARTRS
SYFIASFRLFARTRS
YFIASFRLFARTRSM
YFIASFRLFARTRSM
YFIASFRLFARTRSM
RTLSYYKLGASQRVA
IASFRLFARTRSMWS
IASFRLFARTRSMWS
IASFRLFARTRSMWS
SFRLFARTRSMWSFN
LSYYKLGASQRVAGD
MWSFNPETNILLNVP
FIASFRLFARTRSMW
FIASFRLFARTRSMW
FIASFRLFARTRSMW
AAVYRINWITGGIAI
LLQFAYANRNRFLYI
LLQFAYANRNRFLYI
LLQFAYANRNRFLYI
SMWSFNPETNILLNV
LSYYKLGASQRVAGD
LPKEITVATSRTLSY
ASFRLFARTRSMWSF
ASFRLFARTRSMWSF
ASFRLFARTRSMWSF
RINWITGGIAIAMAC
VIGAVILRGHLRIAG
VIGAVILRGHLRIAG
VIGAVILRGHLRIAG
PKEITVATSRTLSYY
PKEITVATSRTLSYY
PKEITVATSRTLSYY
EITVATSRTLSYYKL
VILRGHLRIAGHHLG
KEITVATSRTLSYYK
VILRGHLRIAGHHLG
KEITVATSRTLSYYK

34
94
94
94
95
95
95

174
97
97
97
99

176

109
96
96
96
68
34
34
34

108

176

164
98
98
98
72

139

139

139

165

165

165

167

143

166

143

166

48
108
108
108
109
109
109
188
111
111
111
113
190
123
110
110
110

82

48

48

48
122
190
178
112
112
112

86
153
153
153
179
179
179
181
157
180
157
180

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:01

20,37
20,60
20,60
20,60
20,76
20,76
20,76
20,78
20,90
20,90
20,90
20,91
20,94
21,50
21,79
21,79
21,79
22,20
22,46
22,46
22,46
22,59
22,72
23,04
23,39
23,39
23,39
23,60
23,63
23,63
23,63
23,84
23,84
23,84
24,20
25,17
25,17
25,17
25,17
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VILRGHLRIAGHHLG
KEITVATSRTLSYYK
ASFRLFARTRSMWSF
LQFAYANRNRFLYII
LQFAYANRNRFLYII
LQFAYANRNRFLYII
LSYFIASFRLFARTR
LSYFIASFRLFARTR
LSYFIASFRLFARTR
CLLQFAYANRNRFLY
CLLQFAYANRNRFLY
CLLQFAYANRNRFLY
SFRLFARTRSMWSFN
SFRLFARTRSMWSFN
SFRLFARTRSMWSFN
ICLLQFAYANRNRFL
RLFARTRSMWSFNPE
LTWICLLQFAYANRN
IASFRLFARTRSMWS
ILRGHLRIAGHHLGR
ILRGHLRIAGHHLGR
ILRGHLRIAGHHLGR
LVIGAVILRGHLRIA
LVIGAVILRGHLRIA
LVIGAVILRGHLRIA
WSFNPETNILLNVPL
WICLLQFAYANRNRF
NILLNVPLHGTILTR
ICLLQFAYANRNRFL
ICLLQFAYANRNRFL
ICLLQFAYANRNRFL
QFAYANRNRFLYIIK
QFAYANRNRFLYIIK
QFAYANRNRFLYIIK
LPKEITVATSRTLSY
LPKEITVATSRTLSY
LPKEITVATSRTLSY
SYYKLGASQRVAGDS
RLFARTRSMWSFNPE

143
166
98
35
35
35
93
93
93
33
33
33
99
99
99
32
101
29
97
144
144
144
138
138
138
110
31
117
32
32
32
36
36
36
164
164
164
177
101

157
180
112
49
49
49
107
107
107
47
47
47
113
113
113
46
115
43
111
158
158
158
152
152
152
124
45
131
46
46
46
50
50
50
178
178
178
191
115

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01

25,17
25,17
25,40
26,02
26,02
26,02
26,44
26,44
26,44
26,56
26,56
26,56
26,62
26,62
26,62
27,06
27,06
27,35
27,56
29,55
29,55
29,55
29,65
29,65
29,65
29,84
30,28
31,27
31,72
31,72
31,72
31,79
31,79
31,79
32,22
32,22
32,22
32,49
32,90
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VYRINWITGGIAIAM
ETNILLNVPLHGTIL
SRTLSYYKLGASQRV
TNILLNVPLHGTILT
SYYKLGASQRVAGDS
DLPKEITVATSRTLS
YRINWITGGIAIAMA
IASFRLFARTRSMWS
VTLACFVLAAVYRIN
CLLQFAYANRNRFLY
ILRGHLRIAGHHLGR
ILLNVPLHGTILTRP
LTWICLLQFAYANRN
RSMWSFNPETNILLN
YRINWITGGIAIAMA
EITVATSRTLSYYKL
EITVATSRTLSYYKL
EITVATSRTLSYYKL
TLACFVLAAVYRINW
LLQFAYANRNRFLYI
WLSYFIASFRLFART
WLSYFIASFRLFART
WLSYFIASFRLFART
ELVIGAVILRGHLRI
ELVIGAVILRGHLRI
ELVIGAVILRGHLRI
TWICLLQFAYANRNR
AVYRINWITGGIAIA
VYRINWITGGIAIAM
FIASFRLFARTRSMW
YFIASFRLFARTRSM
LVIGAVILRGHLRIA
EITVATSRTLSYYKL
ELVIGAVILRGHLRI
SRTLSYYKLGASQRV
INWITGGIAIAMACL
FRLFARTRSMWSFNP
FRLFARTRSMWSFNP
FRLFARTRSMWSFNP

70
115
173
116
177
163

71

97

60

33
144
118

29
107

71
167
167
167

61

34

92

92

92
137
137
137

30

69

70

96

95
138
167
137
173

73
100
100
100

84
129
187
130
191
177

85
111

74

47
158
132

43
121

85
181
181
181

75

48
106
106
106
151
151
151

44

83

84
110
109
152
181
151
187

87
114
114
114

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22

33,21
33,42
33,44
34,06
34,60
34,68
35,47
35,83
35,97
36,30
36,51
36,57
36,58
36,67
37,60
37,65
37,65
37,65
38,24
38,28
38,30
38,30
38,30
38,37
38,37
38,37
39,30
39,62
39,77
40,32
40,84
41,01
41,78
43,54
43,75
43,79
44,00
44,00
44,00
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PETNILLNVPLHGTI 114 128 15 HLA-DRB1*01:01 44,09
LRGHLRIAGHHLGRC 145 159 15 HLA-DRB1*01:01 44,42
ACFVLAAVYRINWIT 63 77 15 HLA-DRB1*01:01 44,63
SYFIASFRLFARTRS 94 108 15 HLA-DRB1*10:01 44,75
KDLPKEITVATSRTL 162 176 15 HLA-DRB1*01:01 4491
YKLGASQRVAGDSGF 179 193 15 HLA-DRB1*01:01 45,25
VIGAVILRGHLRIAG 139 153 15 HLA-DRB1*01:04 45,31
LVIGAVILRGHLRIA 138 152 15 HLA-DRB1*01:01 45,97
AVYRINWITGGIAIA 69 83 15 HLA-DRB1*10:01 46,74
LQFAYANRNRFLYII 35 49 15 HLA-DRB1*01:01 46,79
SELVIGAVILRGHLR 136 150 15 HLA-DRB1*01:01 47,49
SELVIGAVILRGHLR 136 150 15 HLA-DRB1*01:04 47,67
LRGHLRIAGHHLGRC 145 159 15 HLA-DRB1*11:02 47,68
LRGHLRIAGHHLGRC 145 159 15 HLA-DRB1*13:01 47,68
LRGHLRIAGHHLGRC 145 159 15 HLA-DRB1*13:22 47,68
SFNPETNILLNVPLH 111 125 15 HLA-DRB1*01:01 47,89
LAAVYRINWITGGIA 67 81 15 HLA-DRB1*01:01 48,11
FAYANRNRFLYIIKL 37 51 15 HLA-DRB1*11:02 48,22
FAYANRNRFLYIIKL 37 51 15 HLA-DRB1*13:01 48,22
FAYANRNRFLYIIKL 37 51 15 HLA-DRB1*13:22 48,22
VIGAVILRGHLRIAG 139 153 15 HLA-DRB1*01:01 48,39
SELVIGAVILRGHLR 136 150 15 HLA-DRB1*10:01 48,69
NWITGGIAIAMACLV 74 88 15 HLA-DRB1*01:01 48,94
CélulaB (n =1)

KLGASQRVAGDS 180 191 12 - -
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APENDICE F - EPITOPOS PREDITOS DE CELULAS T (MHC-I E MHC-II) E

CELULAS B DA PROTEINA DO NUCLEOCAPSIDEO (N).

Epitopos preditos da proteina do nucleocapsideo (N)

Peptideo Inicio Fim Comprimento Alelo IC50 (<50)
MHC-|

HLA-A* (n = 47)

KTFPPTEPK 361 369 9 HLA-A*11:01 8,51
LLLDRLNQL 222 230 9 HLA-A*02:01 10,55
ASAFFGMSR 311 319 9 HLA-A*11:01 14,81
LLLDRLNQL 222 230 9 HLA-A*02:06 15,07
KTFPPTEPKK 361 370 10 HLA-A*11:01 15,36
KTFPPTEPK 361 369 9 HLA-A*03:01 19,39
LLNKHIDAYK 352 361 10 HLA-A*03:01 19,82
KTFPPTEPKK 361 370 10 HLA-A*03:01 19,98
SSPDDQIGYY 78 87 10 HLA-A*01:01 21,74
YKTFPPTEPK 360 369 10 HLA-A*11:01 22,96
ATEGALNTPK 134 143 10 HLA-A*11:01 23,09
AYKTFPPTEPK 359 369 11 HLA-A*11:01 26,0
FGMSRIGMEV 315 324 10 HLA-A*02:01 27,81
SASAFFGMSR 310 319 10 HLA-A*11:01 33,43
NTASWFTAL 48 56 9 HLA-A*02:06 41,91
GMSRIGMEV 316 324 9 HLA-A*02:01 46,4
AQFAPSASA 305 313 9 HLA-A*02:06 48,45
HLA-B* (n = 13)

AQFAPSASAF 305 314 10 HLA-B*15:01 3,64
FPRGQGVPI 66 74 9 HLA-B*07:02 4,21
KFPRGQGVPI 65 74 10 HLA-B*07:02 6,21
SPRWYFYYL 105 113 9 HLA-B*07:02 8,33
RQKRTATKAY 259 268 10 HLA-B*15:01 10,17
AQFAPSASAFF 305 315 11 HLA-B*15:01 13,01
KPRQKRTAT 257 265 9 HLA-B*07:02 14,7
KAYNVTQAF 266 274 9 HLA-B*15:01 20,33
LLNKHIDAY 352 360 9 HLA-B*15:01 26,62
LKFPRGQGVPI 64 74 11 HLA-B*07:02 34,93
SPRWYFYYL 105 113 9 HLA-B*08:01 40,72
LLNKHIDAY 352 360 9 HLA-B*15:02 43,72
IAQFAPSASAF 304 314 11 HLA-B*15:01 49,72
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HLA-C* (n = 9)

KAYNVTQAF 266 274 9 HLA-C*03:04 13,35
KAYNVTQAF 266 274 9 HLA-C*03:03 13,35
FAPSASAFF 307 315 9 HLA-C*03:04 20,44
FAPSASAFF 307 315 9 HLA-C*03:03 20,44
FAPSASAFF 307 315 9 HLA-C*01:02 29,78
NTASWFTAL 48 56 9 HLA-C*03:04 35,67
NTASWFTAL 48 56 9 HLA-C*03:03 35,67
FSKQLQQSM 403 411 9 HLA-C*03:04 41,06
FSKQLQQSM 403 411 9 HLA-C*03:03 41,06
MHC-II (n = 85)

QQTVTLLPAADLDDF 389 403 15 HLA-DRB1*01:01 14,23
KKQQTVTLLPAADLD 387 401 15 HLA-DRB1*01:01 15,94
RWYFYYLGTGPEAGL 107 121 15 HLA-DRB1*01:01 15,99
QTVTLLPAADLDDFS 390 404 15 HLA-DRB1*01:01 16,25
RWYFYYLGTGPEAGL 107 121 15 HLA-DRB1*10:01 17,03
WYFYYLGTGPEAGLP 108 122 15 HLA-DRB1*01:01 17,75
KQQTVTLLPAADLDD 388 402 15 HLA-DRB1*01:01 19,58
WYFYYLGTGPEAGLP 108 122 15 HLA-DRB1*10:01 21,11
YFYYLGTGPEAGLPY 109 123 15 HLA-DRB1*01:01 22,48
DQIGYYRRATRRIRG 82 96 15 HLA-DRB1*11:02 22,83
DQIGYYRRATRRIRG 82 96 15 HLA-DRB1*13:01 22,83
DQIGYYRRATRRIRG 82 96 15 HLA-DRB1*13:22 22,83
PRWYFYYLGTGPEAG 106 120 15 HLA-DRB1*10:01 22,90
NAAIVLQLPQGTTLP 154 168 15 HLA-DRB1*01:01 23,39
QIGYYRRATRRIRGG 83 97 15 HLA-DRB1*11:02 23,49
QIGYYRRATRRIRGG 83 97 15 HLA-DRB1*13:01 23,49
QIGYYRRATRRIRGG 83 97 15 HLA-DRB1*13:22 23,49
PRWYFYYLGTGPEAG 106 120 15 HLA-DRB1*01:01 23,56
NNAAIVLQLPQGTTL 153 167 15 HLA-DRB1*01:01 23,71
GIIWVATEGALNTPK 129 143 15 HLA-DRB1*10:01 24,38
GTWLTYTGAIKLDDK 328 342 15 HLA-DRB1*01:01 25,38
DDQIGYYRRATRRIR 81 95 15 HLA-DRB1*11:02 25,77
DDQIGYYRRATRRIR 81 95 15 HLA-DRB1*13:01 25,77
DDQIGYYRRATRRIR 81 95 15 HLA-DRB1*13:22 25,77
AAIVLQLPQGTTLPK 155 169 15 HLA-DRB1*01:01 25,78
YFYYLGTGPEAGLPY 109 123 15 HLA-DRB1*10:01 26,01
QKKQQTVTLLPAADL 386 400 15 HLA-DRB1*01:01 26,34



TVTLLPAADLDDFSK
IIWVATEGALNTPKD
KDGIIWVATEGALNT
NTASWFTALTQHGKE
SPRWYFYYLGTGPEA
QVILLNKHIDAYKTF
QVILLNKHIDAYKTE
QVILLNKHIDAYKTF
NNTASWFTALTQHGK
TWLTYTGAIKLDDKD
DGIIWVATEGALNTP
NNAAIVLQLPQGTTL
DQVILLNKHIDAYKT
DQVILLNKHIDAYKT
DQVILLNKHIDAYKT
NAAIVLQLPQGTTLP
KDGIIWVATEGALNT
KDQVILLNKHIDAYK
KDQVILLNKHIDAYK
KDQVILLNKHIDAYK
TASWFTALTQHGKED
GIIWVATEGALNTPK
QQTVTLLPAADLDDF
PSGTWLTYTGAIKLD
LLDRLNQLESKMSGK
SGTWLTYTGAIKLDD
AAIVLQLPQGTTLPK
WPQIAQFAPSASAFF
ANNAAIVLQLPQGTT
ASWFTALTQHGKEDL
DPNFKDQVILLNKHI
LDRLNQLESKMSGKG
PNFKDQVILLNKHID
NTASWFTALTQHGKE
AIVLQLPQGTTLPKG
IIWVATEGALNTPKD
IGYYRRATRRIRGGD
IGYYRRATRRIRGGD
IGYYRRATRRIRGGD

391
130
127
48
105
349
349
349
47
329
128
153
348
348
348
154
127
347
347
347
49
129
389
326
223
327
155
301
152
50
343
224
344
48
156
130
84
84
84

405
144
141
62
119
363
363
363
61
343
142
167
362
362
362
168
141
361
361
361
63
143
403
340
237
341
169
315
166
64
357
238
358
62
170
144
98
98
98

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22

26,44
26,79
27,22
27,77
28,14
29,12
29,12
29,12
29,59
29,76
30,33
31,52
31,78
31,78
31,78
32,46
32,57
34,32
34,32
34,32
34,63
34,67
35,46
35,54
36,02
36,16
36,68
37,29
37,52
38,58
39,10
39,17
39,20
39,63
39,64
40,09
41,15
41,15
41,15
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PQIAQFAPSASAFFG 302 316 15 HLA-DRB1*10:01 43,32
VILLNKHIDAYKTFP 350 364 15 HLA-DRB1*11:02 43,51
VILLNKHIDAYKTFP 350 364 15 HLA-DRB1*13:01 43,51
VILLNKHIDAYKTFP 350 364 15 HLA-DRB1*13:22 43,51
NNTASWFTALTQHGK 47 61 15 HLA-DRB1*01:01 43,54
NNAAIVLQLPQGTTL 153 167 15 HLA-DRB1*10:01 44,11
DGIIWVATEGALNTP 128 142 15 HLA-DRB1*01:01 44,38
NKDGIIWVATEGALN 126 140 15 HLA-DRB1*10:01 44,59
KKQQTVTLLPAADLD 387 401 15 HLA-DRB1*01:04 45,82
SPRWYFYYLGTGPEA 105 119 15 HLA-DRB1*01:01 45,82
QTVTLLPAADLDDFS 390 404 15 HLA-DRB1*01:04 46,97
QIAQFAPSASAFFGM 303 317 15 HLA-DRB1*01:01 47,02
NAAIVLQLPQGTTLP 154 168 15 HLA-DRB1*10:01 47,94
WPQIAQFAPSASAFF 301 315 15 HLA-DRB1*01:01 49,32
PQIAQFAPSASAFFG 302 316 15 HLA-DRB1*01:01 49,47
HWPQIAQFAPSASAF 300 314 15 HLA-DRB1*10:01 49,76
FKDQVILLNKHIDAY 346 360 15 HLA-DRB1*11:02 49,91
FKDQVILLNKHIDAY 346 360 15 HLA-DRB1*13:01 49,91
FKDQVILLNKHIDAY 346 360 15 HLA-DRB1*13:22 49,91
CélulaB (n =3)

AGLPYGANK 119 127 9 - -
NGPQNQRNAPRI 4 15 12 - -
SKQLQQSMSSADS 404 416 13 - -
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APENDICE G - EPITOPOS PREDITOS DE CELULAS T (MHC-I E MHC-II) E
CELULAS B DA PROTEINA NAO ESTRUTURAL 1 (NSP1) DA ORF1AB.

Epitopos preditos da nsP1 da ORFlab

Peptideo Inicio Fim Comprimento Alelo IC50 (<50)
MHC-|

HLA-A* (n = 5)

VMVELVAEL 1 84 92 HLA-A*02:01 10,56
VMVELVAEL 1 84 92 HLA-A*02:06 20,53
SLVPGFNEK 1 3 11 HLA-A*11:01 26,15
TLGVLVPHV 1 103 111 HLA-A*02:01 31,99
VAYRKVLLRK 1 116 125 HLA-A*03:01 46,28
HLA-B* (n = 2)

IPVAYRKVL 114 122 9 HLA-B*07:02 11,16
APHGHVMVEL 79 88 10 HLA-B*07:02 17,96
HLA-C* (n = 4)

RTAPHGHVM 77 85 9 HLA-C*03:04 10,48
RTAPHGHVM 77 85 9 HLA-C*03:03 10,48
HSSGVTREL 165 173 9 HLA-C*03:04 46,84
HSSGVTREL 165 173 9 HLA-C*03:03 46,84
MHC-II (n = 32)

EKTHVQLSLPVLQVR 10 24 15 HLA-DRB1*01:01 22,20
KTHVQLSLPVLQVRD 11 25 15 HLA-DRB1*01:01 24,29
EKTHVQLSLPVLQVR 10 24 15 HLA-DRB1*10:01 25,90
KTHVQLSLPVLQVRD 11 25 15 HLA-DRB1*10:01 26,77
VGEIPVAYRKVLLRK 111 125 15 HLA-DRB1*11:02 29,33
VGEIPVAYRKVLLRK 111 125 15 HLA-DRB1*13:01 29,33
VGEIPVAYRKVLLRK 111 125 15 HLA-DRB1*13:22 29,33
NEKTHVQLSLPVLQV 9 23 15 HLA-DRB1*01:01 30,13
GEIPVAYRKVLLRKN 112 126 15 HLA-DRB1*11:02 31,02
GEIPVAYRKVLLRKN 112 126 15 HLA-DRB1*13:01 31,02
GEIPVAYRKVLLRKN 112 126 15 HLA-DRB1*13:22 31,02
THVQLSLPVLQVRDV 12 26 15 HLA-DRB1*01:01 33,08
THVQLSLPVLQVRDV 12 26 15 HLA-DRB1*10:01 35,37
IPVAYRKVLLRKNGN 114 128 15 HLA-DRB1*11:02 36,64
IPVAYRKVLLRKNGN 114 128 15 HLA-DRB1*13:01 36,64
IPVAYRKVLLRKNGN 114 128 15 HLA-DRB1*13:22 36,64

101



PYVFIKRSDARTAPH 67 81 15 HLA-DRB1*01:01 37,05
EIPVAYRKVLLRKNG 113 127 15 HLA-DRB1*11:02 37,17
EIPVAYRKVLLRKNG 113 127 15 HLA-DRB1*13:01 37,17
EIPVAYRKVLLRKNG 113 127 15 HLA-DRB1*13:22 37,17
YVFIKRSDARTAPHG 68 82 15 HLA-DRB1*01:01 37,38
NEKTHVQLSLPVLQV 9 23 15 HLA-DRB1*10:01 38,87
EKTHVQLSLPVLQVR 10 24 15 HLA-DRB1*01:04 39,80
HVQLSLPVLQVRDVL 13 27 15 HLA-DRB1*01:01 43,53
KTHVQLSLPVLQVRD 11 25 15 HLA-DRB1*01:04 46,50
QPYVFIKRSDARTAP 66 80 15 HLA-DRB1*01:01 46,56
PVAYRKVLLRKNGNK 115 129 15 HLA-DRB1*11:02 49,69
PVAYRKVLLRKNGNK 115 129 15 HLA-DRB1*13:01 49,69
PVAYRKVLLRKNGNK 115 129 15 HLA-DRB1*13:22 49,69
SLPVLQVRDVLVRGF 17 31 15 HLA-DRB1*11:02 49,77
SLPVLQVRDVLVRGF 17 31 15 HLA-DRB1*13:01 49,77
SLPVLQVRDVLVRGF 17 31 15 HLA-DRB1*13:22 49,77
CélulaB (n =2)

VPGFNEKTH 5 13 9 - -
EGIQYGRSG 93 101 9 - -
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APENDICE H - EPITOPOS PREDITOS DE CELULAS T (MHC-I E MHC-II) E
CELULAS B DA PROTEINA ACESSORIA ORF3A.

Epitopos preditos da ORF3a

Peptideo Inicio Fim  Comprimento Alelo IC50 (<50)
MHC-|

HLA-A* (n = 53)

LLYDANYFL 139 147 9 HLA-A*02:01 2,39
YLYALVYFL 107 115 9 HLA-A*02:01 2,72
LLYDANYFL 139 147 9 HLA-A*02:06 4,13
YLYALVYFL 107 115 9 HLA-A*02:06 5,2
FTSDYYQLY 207 215 9 HLA-A*01:01 5,36
TVYSHLLLV 89 97 9 HLA-A*02:06 6,51
ALSKGVHFV 72 80 9 HLA-A*02:01 8,9
VYFLQSINF 112 120 9 HLA-A*23:01 9,38
HVTFFIYNK 227 235 9 HLA-A*11:01 9,47
SASKIITLK 58 66 9 HLA-A*11:01 12,9
TVYSHLLLV 89 97 9 HLA-A*02:01 15,05
LYLYALVYF 106 114 9 HLA-A*23:01 17,32
YFTSDYYQLY 206 215 10 HLA-A*01:01 17,36
RIFTIGTVTLK 6 16 11 HLA-A*03:01 18,01
FLQSINFVRI 114 123 10 HLA-A*02:01 18,1
PLLYDANYFL 138 147 10 HLA-A*02:01 18,25
LLYDANYFLC 139 148 10 HLA-A*02:01 19,51
ALSKGVHFV 72 80 9 HLA-A*02:06 19,86
ALVYFLQSI 110 118 9 HLA-A*02:01 20,25
ALVYFLQSI 110 118 9 HLA-A*02:06 20,69
LYLYALVYFL 106 115 10 HLA-A*02:01 21,5
FVTVYSHLL 87 95 9 HLA-A*02:06 22,59
WQLALSKGV 69 77 9 HLA-A*02:06 22,94
IIMRLWLCWK 123 132 10 HLA-A*03:01 23,96
YLYALVYFLQ 107 116 10 HLA-A*02:01 25,01
ALLAVFQSA 51 59 9 HLA-A*02:06 25,58
LIVGVALLAV 46 55 10 HLA-A*02:06 26,16
WLIVGVALL 45 53 9 HLA-A*02:01 26,18
LVYFLQSINF 111 120 10 HLA-A*23:01 27,3
LYDANYFLCW 140 149 10 HLA-A*23:01 27,31
FTIGTVTLK 8 16 9 HLA-A*11:01 28,45
SYFTSDYYQL 205 214 10 HLA-A*23:01 28,77
FVCNLLLLFV 79 88 10 HLA-A*02:06 29,27
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RIFTIGTVTLK 6 16 11 HLA-A*11:01 29,81
QSASKIITLK 57 66 10 HLA-A*11:01 30,36
HTIDGSSGV 247 255 9 HLA-A*02:06 33,16
SASKIITLKK 58 67 10 HLA-A*11:01 33,38
NPLLYDANYFL 137 147 11 HLA-A*02:01 33,59
FVRATATIPI 28 37 10 HLA-A*02:06 34,53
LYLYALVYFL 106 115 10 HLA-A*23:01 35,38
IFTIGTVTLK 16 10 HLA-A*11:01 35,87
FMRIFTIGTV 4 13 10 HLA-A*02:01 37,8
MDLFMRIFTI 10 10 HLA-A*02:01 38,51
YALVYFLQSI 109 118 10 HLA-A*02:01 39,2
IIMRLWLCWK 123 132 10 HLA-A*11:01 40,03
TSDYYQLY 208 215 8 HLA-A*01:01 40,44
NLLLLFVTV 82 920 9 HLA-A*02:01 41,27
ALLAVFQSA 51 59 9 HLA-A*02:01 42,35
VTVYSHLLLV 88 97 10 HLA-A*02:06 42,54
ASKIITLKK 59 67 9 HLA-A*11:01 43,13
FQSASKIITL 56 65 10 HLA-A*02:06 43,45
FVTVYSHLLLV 87 97 11 HLA-A*02:06 43,56
ASLPFGWLI 39 47 9 HLA-A*02:06 44,86
HLA-B* (n = 7)

TLKKRWQLAL 64 73 10 HLA-B*08:01 11,65
TLKKRWQL 64 71 8 HLA-B*08:01 17,16
LVAAGLEAPF 96 105 10 HLA-B*15:01 21,11
IPIQASLPF 35 43 9 HLA-B*15:02 22,23
IPIQASLPF 35 43 9 HLA-B*07:02 24,72
VLHSYFTSDY 202 211 10 HLA-B*15:01 27,83
TIPIQASLPF 34 43 10 HLA-B*15:01 32,67
HLA-C* (n = 7)

FVTVYSHLL 87 95 9 HLA-C*03:04 21,2
FVTVYSHLL 87 95 9 HLA-C*03:03 21,2
YYQLYSTQL 211 219 9 HLA-C*07:02 28,73
VAAGLEAPF 97 105 9 HLA-C*03:04 34,83
VAAGLEAPF 97 105 9 HLA-C*03:03 34,83
FTIGTVTL 15 8 HLA-C*03:04 46,22
FTIGTVTL 15 8 HLA-C*03:03 46,22
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MHC-II (n = 136)

KKRWQLALSKGVHFV
LKKRWQLALSKGVHF
KRWQLALSKGVHFVC
TLKKRWQLALSKGVH
FTSDYYQLYSTQLST
PSDFVRATATIPIQA
IPYNSVTSSIVITSG
ASKIITLKKRWQLAL
ASKIITLKKRWQLAL
ASKIITLKKRWQLAL
SDFVRATATIPIQAS
YFTSDYYQLYSTQLS
SKIITLKKRWQLALS
SKIITLKKRWQLALS
SKIITLKKRWQLALS
TSDYYQLYSTQLSTD
CIPYNSVTSSIVITS
SDYYQLYSTQLSTDT
SASKIITLKKRWQLA
SASKIITLKKRWQLA
SASKIITLKKRWQLA
TPSDFVRATATIPIQ
RWQLALSKGVHFVCN
KIITLKKRWQLALSK
KIITLKKRWQLALSK
KIITLKKRWQLALSK
ITLKKRWQLALSKGV
YCIPYNSVTSSIVIT
QSASKIITLKKRWQL
QSASKIITLKKRWQL
QSASKIITLKKRWQL
KKRWQLALSKGVHFV
DYYQLYSTQLSTDTG
VYSHLLLVAAGLEAP
YSHLLLVAAGLEAPF
ATPSDFVRATATIPI
PSDFVRATATIPIQA
SDFVRATATIPIQAS

66
65
67
64
207
25
158
59
59
59
26
206
60
60
60
208
157
209
58
58
58
24
68
61
61
61
63
156
57
57
57
66
210
90
91
23
25
26

80
79
81
78
221
39
172
73
73
73
40
220
74
74
74
222
171
223
72
72
72
38
82
75
75
75
77
170
71
71
71
80
224
104
105
37
39
40

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01

4,84

5,37

6,59

6,84

8,37

8,90

9,64

10,01
10,01
10,01
10,09
10,15
10,39
10,39
10,39
10,52
10,88
11,13
11,32
11,32
11,32
11,50
11,58
11,70
11,70
11,70
11,99
14,02
14,75
14,75
14,75
14,83
15,17
15,51
15,67
15,81
16,10
17,23
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DFVRATATIPIQASL
IITLKKRWQLALSKG
IITLKKRWQLALSKG
IITLKKRWQLALSKG
KKRWQLALSKGVHFV
PYNSVTSSIVITSGD
TPSDFVRATATIPIQ
LKKRWQLALSKGVHF
DYCIPYNSVTSSIVI
TVYSHLLLVAAGLEA
KRWQLALSKGVHFVC
LKKRWQLALSKGVHF
SHLLLVAAGLEAPFL
LLAVFQSASKIITLK
FTSDYYQLYSTQLST
SYFTSDYYQLYSTQL
ALLAVFQSASKIITL
ATPSDFVRATATIPI
VTVYSHLLLVAAGLE
FMRIFTIGTVTLKQG
LAVFQSASKIITLKK
DFVRATATIPIQASL
TLKKRWQLALSKGVH
KRWQLALSKGVHFVC
TSDYYQLYSTQLSTD
LEMRIFTIGTVTLKQ
RWQLALSKGVHFVCN
VYSHLLLVAAGLEAP
SDYYQLYSTQLSTDT
TLKKRWQLALSKGVH
YFTSDYYQLYSTQLS
TVYSHLLLVAAGLEA
MRIFTIGTVTLKQGE
IPYNSVTSSIVITSG
VALLAVFQSASKIIT
KKRWQLALSKGVHFV
KKRWQLALSKGVHFV
KKRWQLALSKGVHFV
YSHLLLVAAGLEAPF

27
62
62
62
66
159
24
65
155
89
67
65
92
52
207
205
51
23
88

53
27
64
67
208

68
90
209
64
206
89

158
50
66
66
66
91

41
76
76
76
80
173
38
79
169
103
81
79
106
66
221
219
65
37
102
18
67
41
78
81
222
17
82
104
223
78
220
103
19
172
64
80
80
80
105

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01

17,30
18,60
18,60
18,60
18,77
19,60
19,64
19,78
20,28
20,57
20,83
20,96
22,68
23,60
23,90
25,20
25,36
25,40
26,09
26,22
26,34
26,94
27,02
27,47
28,09
28,30
28,64
28,67
28,83
28,94
29,31
29,97
30,15
30,18
31,43
31,45
31,45
31,45
31,55
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YYQLYSTQLSTDTGV
FVTVYSHLLLVAAGL
CIPYNSVTSSIVITS
VTVYSHLLLVAAGLE
LFMRIFTIGTVTLKQ
DYYQLYSTQLSTDTG
WQLALSKGVHFVCNL
DLFMRIFTIGTVTLK
YFLQSINFVRIIMRL
YFLQSINFVRIIMRL
YFLQSINFVRIIMRL
DLFMRIFTIGTVTLK
VYFLQSINFVRIIMR
VYFLQSINFVRIIMR
VYFLQSINFVRIIMR
ITLKKRWQLALSKGV
ITLKKRWQLALSKGV
ITLKKRWQLALSKGV
FMRIFTIGTVTLKQG
AVFQSASKIITLKKR
LFVTVYSHLLLVAAG
KRWQLALSKGVHFVC
KRWQLALSKGVHFVC
KRWQLALSKGVHFVC
YSHLLLVAAGLEAPF
RWQLALSKGVHFVCN
RWQLALSKGVHFVCN
RWQLALSKGVHFVCN
GVALLAVFQSASKII
HLLLVAAGLEAPFLY
VYFLQSINFVRIIMR
VYSHLLLVAAGLEAP
FVRATATIPIQASLP
FLQSINFVRIIMRLW
FLQSINFVRIIMRLW
FLQSINFVRIIMRLW
ITLKKRWQLALSKGV
SHLLLVAAGLEAPFL
LFVTVYSHLLLVAAG

211
87
157
88

210
69

113
113
113

112

112

112
63
63
63

54
86
67
67
67
91
68
68
68
49
93
112
90
28
114
114
114
63
92
86

225
101
171
102
17
224
83
16
127
127
127
16
126
126
126
77
77
77
18
68
100
81
81
81
105
82
82
82
63
107
126
104
42
128
128
128
77
106
100

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01

34,38
35,12
35,52
36,65
37,03
37,12
37,74
38,13
38,28
38,28
38,28
38,34
38,55
38,55
38,55
38,66
38,66
38,66
38,68
38,96
39,78
39,99
39,99
39,99
40,07
41,23
41,23
41,23
41,78
41,82
41,84
42,41
42,95
43,26
43,26
43,26
43,65
43,84
44,19
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YCIPYNSVTSSIVIT 156 170 15 HLA-DRB1*10:01 44,52
LLFVTVYSHLLLVAA 85 99 15 HLA-DRB1*01:01 44,69
RIFTIGTVTLKQGEI 6 20 15 HLA-DRB1*01:01 46,37
YALVYFLQSINFVRI 109 123 15 HLA-DRB1*01:01 46,56
LAVFQSASKIITLKK 53 67 15 HLA-DRB1*10:01 46,96
FVTVYSHLLLVAAGL 87 101 15 HLA-DRB1*10:01 47,01
LLAVFQSASKIITLK 52 66 15 HLA-DRB1*10:01 47,43
YYQLYSTQLSTDTGV 211 225 15 HLA-DRB1*10:01 47,98
MRIFTIGTVTLKQGE 5 19 15 HLA-DRB1*10:01 47,99
YDYCIPYNSVTSSIV 154 168 15 HLA-DRB1*01:01 48,19
ALVYFLQSINFVRII 110 124 15 HLA-DRB1*01:01 48,23
SLPFGWLIVGVALLA 40 54 15 HLA-DRB1*10:01 49,22
LKKRWQLALSKGVHF 65 79 15 HLA-DRB1*11:02 49,23
LKKRWQLALSKGVHF 65 79 15 HLA-DRB1*13:01 49,23
LKKRWQLALSKGVHF 65 79 15 HLA-DRB1*13:22 49,23
FQSASKIITLKKRWQ 56 70 15 HLA-DRB1*11:02 49,36
FQSASKIITLKKRWQ 56 70 15 HLA-DRB1*13:01 49,36
FQSASKITLKKRWQ 56 70 15 HLA-DRB1*13:22 49,36
GVALLAVFQSASKII 49 63 15 HLA-DRB1*10:01 49,39
VGVALLAVFQSASKI 48 62 15 HLA-DRB1*10:01 49,75
CélulaB (n = 3)

STQLSTDTGV 216 225 10 - -
KITLKKRWQL 61 71 11 - -
QGEIKDATPSDF 17 28 12 - -
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APENDICE | - EPITOPOS PREDITOS DE CELULAS T (MHC-I E MHC-II) E
CELULAS B DA PROTEINA ACESSORIA ORF®6.

Epitopos preditos da ORF6

Peptideo Inicio Fim Comprimento Alelo IC50 (<50)
MHC-|

HLA-A* (n = 9)

FHLVDFQVTI 11 10 HLA-A*02:01 13,82
HLVDFQVTI 3 11 HLA-A*02:01 18,68
LLIMRTFK 15 23 HLA-A*03:01 22,78
ILLIMRTFK 14 23 10 HLA-A*03:01 25,01
LIIMRTFKV 16 24 HLA-A*02:06 33,6
FQVTIAEIL 7 15 HLA-A*02:06 40,25
HLVDFQVTI 3 11 9 HLA-A*02:06 41,91
FHLVDFQVTI 2 11 10 HLA-A*02:06 46,46
LLIIMRTFK 15 23 9 HLA-A*11:01 48,12
MHC-II (n = 65)

IAEILLIMRTFKVS 11 25 15 HLA-DRB1*01:01 6,56
AEILLIMRTFKVSI 12 26 15 HLA-DRB1*01:01 7,02
EILLIIMRTFKVSIW 13 27 15 HLA-DRB1*01:01 7,86
IAEILLIMRTFKVS 11 25 15 HLA-DRB1*01:04 12,06
AEILLIMRTFKVSI 12 26 15 HLA-DRB1*01:04 12,64
ILLIMRTFKVSIWN 14 28 15 HLA-DRB1*01:01 13,35
EILLIIMRTFKVSIW 13 27 15 HLA-DRB1*01:04 13,62
TIAEILLIIMRTFKV 10 24 15 HLA-DRB1*01:01 14,35
LLIMRTFKVSIWNL 15 29 15 HLA-DRB1*01:01 15,82
IINLIKNLSKSLTE 32 46 15 HLA-DRB1*11:02 19,00
IINLIKNLSKSLTE 32 46 15 HLA-DRB1*13:01 19,00
IINLIKNLSKSLTE 32 46 15 HLA-DRB1*13:22 19,00
YHUNLIIKNLSKSLT 31 45 15 HLA-DRB1*11:02 20,02
YHUNLIIKNLSKSLT 31 45 15 HLA-DRB1*13:01 20,02
YHUNLIIKNLSKSLT 31 45 15 HLA-DRB1*13:22 20,02
IAEILLIMRTFKVS 11 25 15 HLA-DRB1*10:01 20,04
INLIHKNLSKSLTEN 33 47 15 HLA-DRB1*11:02 20,98
INLIIKNLSKSLTEN 33 47 15 HLA-DRB1*13:01 20,98
INLIIKNLSKSLTEN 33 47 15 HLA-DRB1*13:22 20,98
ILLIMRTFKVSIWN 14 28 15 HLA-DRB1*01:04 22,36
AEILLIIMRTFKVSI 12 26 15 HLA-DRB1*10:01 22,48
NLDYIINLIIKNLSK 28 42 15 HLA-DRB1*10:01 24,86
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EILLIIMRTFKVSIW
NLIIKNLSKSLTENK
NLIIKNLSKSLTENK
NLIIKNLSKSLTENK
TIAEILLIIMRTFKV
LLIIMRTFKVSIWNL
DYIINLIKNLSKSL
DYIINLIKNLSKSL
DYIINLIKNLSKSL
LDYIINLIKNLSKS
IAEILLIIMRTFKVS
IAEILLIIMRTFKVS
IAEILLIMRTFKVS
LIIKNLSKSLTENKY
LIIKNLSKSLTENKY
LIIKNLSKSLTENKY
LIIMRTFKVSIWNLD
NLDYIHNLIIKNLSK
LDYIINLIKNLSKS
AEILLIIMRTEKVSI
AEILLIIMRTEKVSI
AEILLIIMRTFKVSI
TIAEILLIIMRTFKV
WNLDYIINLIIKNLS
DYIINLIKNLSKSL
DYIINLIKNLSKSL
LDYIINLIKNLSKS
LDYIINLIKNLSKS
LDYIINLIKNLSKS
ILLIMRTFKVSIWN
EILLIIMRTFKVSIW
EILLIIMRTFKVSIW
EILLIIMRTFKVSIW
LLIIMRTFKVSIWNL
YINLIKNLSKSLT
NLDYINLIIKNLSK
NLDYINLIIKNLSK
NLDYINLIIKNLSK
IWNLDYIINLIKNL

13
34
34
34
10
15
30
30
30
29
11
11
11
35
35
35
16
28
29
12
12
12
10
27
30
30
29
29
29
14
13
13
13
15
31
28
28
28
26

27
48
48
48
24
29
44
44
44
43
25
25
25
49
49
49
30
42
43
26
26
26
24
41
44
44
43
43
43
28
27
27
27
29
45
42
42
42
40

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*10:01

24,88
25,08
25,08
25,08
26,02
26,45
27,18
27,18
27,18
28,09
28,10
28,10
28,10
29,69
29,69
29,69
31,33
32,37
33,15
33,49
33,49
33,49
33,56
34,33
34,50
34,65
35,05
35,05
35,05
37,98
39,45
39,45
39,45
40,20
42,05
42,92
42,92
42,92
44,66
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TIAEILLIIMRTFKV 10 24 15 HLA-DRB1*11:02 45,25
TIAEILLIIMRTFKV 10 24 15 HLA-DRB1*13:01 45,25
TIAEILLIIMRTFKV 10 24 15 HLA-DRB1*13:22 45,25
YIINLIIKNLSKSLT 31 45 15 HLA-DRB1*01:04 49,12
CélulaB (n =1)

LTENKYSQLDEEQP 44 57 14 - -
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APENDICE J - EPITOPOS PREDITOS DE CELULAS T (MHC-I E MHC-II) E
CELULAS B DA PROTEINA ACESSORIA ORF7AB.

Epitopos preditos da ORF7a

Peptideo Inicio Fim  Comprimento Alelo IC50 (<50)
MHC-|

HLA-A* (n = 11)

FAFACPDGV 63 71 9 HLA-A*02:06 7,61
ITLCFTLKRK 110 119 10 HLA-A*11:01 15,51
KLFIRQEEV 85 93 9 HLA-A*02:01 24,25
FLIVAAIVFI 101 110 10 HLA-A*02:01 28,7
ITLCFTLKR 110 118 HLA-A*11:01 33,04
FAFACPDGV 63 71 HLA-A*02:01 33,12
KILFLALI 2 10 9 HLA-A*02:06 38,37
QLRARSVSPK 76 85 10 HLA-A*03:01 41,23
FHPLADNKFAL 46 56 11 HLA-A*02:01 42,64
VFITLCFTL 108 116 9 HLA-A*23:01 48,08
ITLCFTLKRK 110 119 10 HLA-A*03:01 48,53
HLA-B* (n = 4)

GTYEGNSPF 38 46 9 HLA-B*15:01 16,74
SGTYEGNSPF 37 46 10 HLA-B*15:01 37,29
LLKEPCSSGTY 30 40 11 HLA-B*15:01 41,05
RARSVSPKL 78 86 9 HLA-B*07:02 42,97
HLA-C* (n = 2)

VAAIVFITL 104 112 HLA-C*03:04 31,33
VAAIVFITL 104 112 HLA-C*03:03 31,33
MHC-II (n = 41)

VKHVYQLRARSVSPK 71 85 15 HLA-DRB1*01:01 7,70
DGVKHVYQLRARSVS 69 83 15 HLA-DRB1*01:01 8,23
GVKHVYQLRARSVSP 70 84 15 HLA-DRB1*01:01 8,42
KHVYQLRARSVSPKL 72 86 15 HLA-DRB1*01:01 9,37
VKHVYQLRARSVSPK 71 85 15 HLA-DRB1*01:04 13,34
PDGVKHVYQLRARSV 68 82 15 HLA-DRB1*01:01 14,10
HVYQLRARSVSPKLF 73 87 15 HLA-DRB1*01:01 15,06
DGVKHVYQLRARSVS 69 83 15 HLA-DRB1*01:04 15,36
GVKHVYQLRARSVSP 70 84 15 HLA-DRB1*01:04 15,59
KHVYQLRARSVSPKL 72 86 15 HLA-DRB1*01:04 17,26
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PDGVKHVYQLRARSV 68 82 15 HLA-DRB1*01:04 25,57
HVYQLRARSVSPKLF 73 87 15 HLA-DRB1*01:04 29,04
IVFITLCFTLKRKTE 107 121 15 HLA-DRB1*11:02 29,67
IVFITLCFTLKRKTE 107 121 15 HLA-DRB1*13:01 29,67
IVFITLCFTLKRKTE 107 121 15 HLA-DRB1*13:22 29,67
AIVFITLCFTLKRKT 106 120 15 HLA-DRB1*11:02 35,41
AIVFITLCFTLKRKT 106 120 15 HLA-DRB1*13:01 35,41
AIVFITLCFTLKRKT 106 120 15 HLA-DRB1*13:22 35,41
VYQLRARSVSPKLFI 74 88 15 HLA-DRB1*11:02 38,87
VYQLRARSVSPKLFI 74 88 15 HLA-DRB1*13:01 38,87
VYQLRARSVSPKLFI 74 88 15 HLA-DRB1*13:22 38,87
VYQLRARSVSPKLFI 74 88 15 HLA-DRB1*01:01 38,95
DGVKHVYQLRARSVS 69 83 15 HLA-DRB1*11:02 39,03
DGVKHVYQLRARSVS 69 83 15 HLA-DRB1*13:01 39,03
DGVKHVYQLRARSVS 69 83 15 HLA-DRB1*13:22 39,03
VKHVYQLRARSVSPK 71 85 15 HLA-DRB1*11:02 39,98
VKHVYQLRARSVSPK 71 85 15 HLA-DRB1*13:01 39,98
VKHVYQLRARSVSPK 71 85 15 HLA-DRB1*13:22 39,98
KHVYQLRARSVSPKL 72 86 15 HLA-DRB1*11:02 40,83
KHVYQLRARSVSPKL 72 86 15 HLA-DRB1*13:01 40,83
KHVYQLRARSVSPKL 72 86 15 HLA-DRB1*13:22 40,83
GVKHVYQLRARSVSP 70 84 15 HLA-DRB1*11:02 43,22
GVKHVYQLRARSVSP 70 84 15 HLA-DRB1*13:01 43,22
GVKHVYQLRARSVSP 70 84 15 HLA-DRB1*13:22 43,22
HVYQLRARSVSPKLF 73 87 15 HLA-DRB1*11:02 43,61
HVYQLRARSVSPKLF 73 87 15 HLA-DRB1*13:01 43,61
HVYQLRARSVSPKLF 73 87 15 HLA-DRB1*13:22 43,61
DGVKHVYQLRARSVS 69 83 15 HLA-DRB1*10:01 44,83
STQFAFACPDGVKHV 60 74 15 HLA-DRB1*01:01 45,29
GVKHVYQLRARSVSP 70 84 15 HLA-DRB1*10:01 45,52
VKHVYQLRARSVSPK 71 85 15 HLA-DRB1*10:01 46,05
CélulaB (n =1)
LYHYQECVR 17 25 9

ORF7b
MHC-I
HLA-A* (n = 12)
SLIDFYLCFL 5 14 10 HLA-A*02:01 5,73
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FLAFLLFLV
YLCFLAFLL
SLIDFYLCFL
FLAFLLFLV
IIFWFSLEL
IELSLIDFYL
YLCFLAFLL
IIFWFSLEL
LIDFYLCFL
FYLCFLAFLL
SLIDFYLCFLA

13
10

13
26

10
26

21
18
14
21
34
11
18
34
14
18
15

10
11

HLA-A*02:01
HLA-A*02:01
HLA-A*02:06
HLA-A*02:06
HLA-A*02:01
HLA-A*02:01
HLA-A*02:06
HLA-A*02:06
HLA-A*02:06
HLA-A*23:01
HLA-A*02:01

6,21

6,76

8,41
11,21
18,42
19,86
23,47
32,11
37,61
37,67
44,84
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APENDICE K - EPITOPOS PREDITOS DE CELULAS T (MHC-I E MHC-II) E
CELULAS B DA PROTEINA ACESSORIA ORFS8.

Epitopos preditos da ORF8

Peptideo Inicio Fim Comprimento Alelo IC50 (<50)
MHC-|

HLA-A* (n = 10)

YIDIGNYTV 73 81 HLA-A*02:06 6,79
YIDIGNYTV 73 81 HLA-A*02:01 8,07
YVVDDPCPI 31 39 HLA-A*02:06 10,91
YTVSCLPFTI 79 88 10 HLA-A*02:06 18,81
FLEYHDVRV 108 116 9 HLA-A*02:01 22,17
FLVFLGITTV 3 13 11 HLA-A*02:01 25,53
FTINCQEPK 86 94 9 HLA-A*11:01 30,15
LVFLGITTV 4 13 10 HLA-A*02:06 31,0
FLGITTV 6 13 8 HLA-A*02:01 42,5
FLEYHDVRVV 108 117 10 HLA-A*02:01 46,64
HLA-B* (n = 4)

LQSCTQHQPY 22 31 10 HLA-B*15:01 14,79
LGITTVAAF 7 16 10 HLA-B*15:01 18,64
GIITTVAAF 8 16 HLA-B*15:01 18,78
IQYIDIGNY 71 79 9 HLA-B*15:01 32,72
HLA-C* (n = 2)

YVVDDPCPI 31 39 HLA-C*03:04 29,08
YVVDDPCPI 31 39 HLA-C*03:03 29,08
MHC-II (n = 39)

SKWYIRVGARKSAPL 43 57 15 HLA-DRB1*01:01 7,56
YSKWYIRVGARKSAP 42 56 15 HLA-DRB1*01:01 9,34
KWYIRVGARKSAPLI 44 58 15 HLA-DRB1*01:01 9,70
FYSKWYIRVGARKSA 41 55 15 HLA-DRB1*01:01 10,59
VFLGIITTVAAFHQE 19 15 HLA-DRB1*10:01 17,10
LVFLGITTVAAFHQ 18 15 HLA-DRB1*10:01 17,72
SKWYIRVGARKSAPL 43 57 15 HLA-DRB1*10:01 20,71
WYIRVGARKSAPLIE 45 59 15 HLA-DRB1*01:01 22,24
FLVFLGIITTVAAFH 3 17 15 HLA-DRB1*10:01 22,28
HFYSKWYIRVGARKS 40 54 15 HLA-DRB1*01:01 23,58
KWYIRVGARKSAPLI 44 58 15 HLA-DRB1*10:01 24,92
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LVFLGITTVAAFHQ 4 18 15 HLA-DRB1*01:01 26,09
VFLGIITTVAAFHQE 5 19 15 HLA-DRB1*01:01 26,96
FYSKWYIRVGARKSA 41 55 15 HLA-DRB1*10:01 27,34
YSKWYIRVGARKSAP 42 56 15 HLA-DRB1*10:01 27,79
KWYIRVGARKSAPLI 44 58 15 HLA-DRB1*11:02 28,81
KWYIRVGARKSAPLI 44 58 15 HLA-DRB1*13:01 28,81
KWYIRVGARKSAPLI 44 58 15 HLA-DRB1*13:22 28,81
MKFLVFLGIITTVAA 1 15 15 HLA-DRB1*10:01 29,59
FLVFLGITTVAAFH 3 17 15 HLA-DRB1*01:01 31,52
SKWYIRVGARKSAPL 43 57 15 HLA-DRB1*11:02 34,54
SKWYIRVGARKSAPL 43 57 15 HLA-DRB1*13:01 34,54
SKWYIRVGARKSAPL 43 57 15 HLA-DRB1*13:22 34,54
KFLVFLGIITTVAAF 2 16 15 HLA-DRB1*10:01 35,43
FLGIITTVAAFHQEC 6 20 15 HLA-DRB1*10:01 35,43
SKWYIRVGARKSAPL 43 57 15 HLA-DRB1*01:04 40,05
FYSKWYIRVGARKSA 41 55 15 HLA-DRB1*11:02 42,75
FYSKWYIRVGARKSA 41 55 15 HLA-DRB1*13:01 42,75
FYSKWYIRVGARKSA 41 55 15 HLA-DRB1*13:22 42,75
HFYSKWYIRVGARKS 40 54 15 HLA-DRB1*10:01 42,82
YSKWYIRVGARKSAP 42 56 15 HLA-DRB1*11:02 44,10
YSKWYIRVGARKSAP 42 56 15 HLA-DRB1*13:01 44,10
YSKWYIRVGARKSAP 42 56 15 HLA-DRB1*13:22 44,10
KWYIRVGARKSAPLI 44 58 15 HLA-DRB1*01:04 44,27
WYIRVGARKSAPLIE 45 59 15 HLA-DRB1*11:02 46,05
WYIRVGARKSAPLIE 45 59 15 HLA-DRB1*13:01 46,05
WYIRVGARKSAPLIE 45 59 15 HLA-DRB1*13:22 46,05
MKFLVFLGIITTVAA 1 15 15 HLA-DRB1*01:01 47,95
YSKWYIRVGARKSAP 42 56 15 HLA-DRB1*01:04 48,82
CélulaB (n =1)

RVGARKSAP 48 56 9 - -
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APENDICE L - EPITOPOS PREDITOS DE CELULAS T (MHC-I E MHC-II) E

CELULAS B DA PROTEINA ACESSORIA ORF10.

Epitopos preditos da ORF10

Peptideo Inicio Fim Comprimento Alelo IC50 (<50)
MHC-|

HLA-A* (n = 10)

GYINVFAFPF 2 11 10 HLA-A*23:01 7,98
NVFAFPFTI 5 13 9 HLA-A*02:06 8,07
NVFAFPFTI 5 13 9 HLA-A*02:01 11,0
FAFPFTIYSL 7 16 10 HLA-A*02:06 24,04
AQVDVVNFNL 28 37 10 HLA-A*02:06 26,83
YINVFAFPFTI 3 13 11 HLA-A*02:01 36,42
INVFAFPFTI 4 13 10 HLA-A*02:06 45,45
TIYSLLLCR 12 20 9 HLA-A*11:01 47,07
YINVFAFPFTI 13 11 HLA-A*02:06 49,0
INVFAFPFTI 13 10 HLA-A*02:01 49,71
HLA-C* (n = 2)

FAFPFTIYSL 7 16 10 HLA-C*03:04 6,82
FAFPFTIYSL 16 10 HLA-C*03:03 6,82
MHC-II (n = 24)

PFTIYSLLLCRMNSR 10 24 15 HLA-DRB1*10:01 21,18
FTIYSLLLCRMNSRN 11 25 15 HLA-DRB1*10:01 22,16
SRNYIAQVDVVNFNL 23 37 15 HLA-DRB1*10:01 23,41
RNYIAQVDVVNFNLT 24 38 15 HLA-DRB1*10:01 25,72
NSRNYIAQVDVVNFN 22 36 15 HLA-DRB1*10:01 30,45
YSLLLCRMNSRNYIA 14 28 15 HLA-DRB1*11:02 30,68
YSLLLCRMNSRNYIA 14 28 15 HLA-DRB1*13:01 30,68
YSLLLCRMNSRNYIA 14 28 15 HLA-DRB1*13:22 30,68
TIYSLLLCRMNSRNY 12 26 15 HLA-DRB1*10:01 31,00
MNSRNYIAQVDVVNF 21 35 15 HLA-DRB1*10:01 31,59
SLLLCRMNSRNYIAQ 15 29 15 HLA-DRB1*11:02 31,77
SLLLCRMNSRNYIAQ 15 29 15 HLA-DRB1*13:01 31,77
SLLLCRMNSRNYIAQ 15 29 15 HLA-DRB1*13:22 31,77
FPFTIYSLLLCRMNS 9 23 15 HLA-DRB1*10:01 33,11
FTIYSLLLCRMNSRN 11 25 15 HLA-DRB1*01:01 33,95
PFTIYSLLLCRMNSR 10 24 15 HLA-DRB1*01:01 35,02
IYSLLLCRMNSRNYI 13 27 15 HLA-DRB1*11:02 36,44
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[YSLLLCRMNSRNY!I
[YSLLLCRMNSRNY!I
LLLCRMNSRNYIAQV
LLLCRMNSRNYIAQV
LLLCRMNSRNYIAQV
TIYSLLLCRMNSRNY
MGYINVFAFPFTIYS

13
13
16
16
16
12
1

27
27
30
30
30
26
15

15
15
15
15
15
15
15

HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01

36,44
36,44
37,62
37,62
37,62
39,71
43,06
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APENDICE M - EPITOPOS DE MHC-I PREDITOS DA PROTEINA SPIKE (S) MAIS
IMUNOGENICOS (SCORE > 0).

Imunogenicidade classe | - Proteina spike (S)

Alelo Peptideo Comprimento Score
HLA-A* (n =59) KWPWYIWLGF 10 0,56424
VTWFHAIHV 9 0,38925
YIWLGFIAGL 10 0,38584
YIWLGFIAGL 10 0,38584
RSFIEDLLFNK 11 0,3648
GTHWFVTQR 9 0,35133
QYIKWPWYIW 10 0,31425
VTLADAGFIK 10 0,30393
FVSNGTHWFV 10 0,29638
FVSNGTHWFV 10 0,29638
TLADAGFIK 9 0,28158
ASVYAWNRK 9 0,28107
FIAGLIAIV 9 0,27206
FIAGLIAIV 9 0,27206
YEQYIKWPWYI 11 0,26832
SVTTEILPV 9 0,2586
QYIKWPWYI 9 0,21624
KLPDDFTGCV 10 0,18796
KLPDDFTGCV 10 0,18796
NTQEVFAQV 9 0,17889
MQMAYRFNGI 10 0,15371
WTAGAAAYY 9 0,15259
YLQPRTFLLK 10 0,1338
YLQPRTFLLK 10 0,1338
YLQPRTFLL 9 0,1305
YLQPRTFLL 9 0,1305
VVFLHVTYV 9 0,1278
VVFLHVTYV 9 0,1278
FLHVTYVPA 9 0,11472
FLHVTYVPA 9 0,11472
FQFCNDPFLGV 11 0,10889
FQFCNDPFLGV 11 0,10889
FELLHAPATV 10 0,1001
FELLHAPATV 10 0,1001

KLNDLCFTNV 10 0,0961




KLNDLCFTNV 10 0,0961
GVYFASTEK 9 0,09023
GVYFASTEK 9 0,09023
ASANLAATK 9 0,08792
YTNSFTRGVY 10 0,08467
YQDVNCTEV 9 0,08295
RASANLAATK 10 0,0611
FQFCNDPFL 9 0,05737
FQFCNDPFL 9 0,05737
YTSALLAGTI 10 0,05218
LLTDEMIAQY 10 0,05204
RQIAPGQTGK 10 0,04829
YTNSFTRGV 9 0,04545
FTISVTTEI 9 0,04473
VLNDILSRL 9 0,03
FVFLVLLPLV 10 0,02996
LTDEMIAQY 9 0,02757
VTYVPAQEK 9 0,02711
VTYVPAQEK 9 0,02711
NYNYLYRLF 9 0,0171
RLDKVEAEV 9 0,01617
FIEDLLENKV 10 0,01196
TLKSFTVEK 9 0,00741
TLKSFTVEK 9 0,00741
HLA-B* (n=12) WTAGAAAYY 9 0,15259
FNATRFASV 9 0,14872
WMESEFRVY 9 0,14153
YLQPRTFLL 9 0,1305
AQKFNGLTVL 10 0,12094
YTNSFTRGVY 10 0,08467
STQDLFLPF 9 0,06828
SPRRARSVAS 10 0,05935
LQPRTFLLKY 10 0,05448
SPRRARSVA 0,0402
SPRRARSV 8 0,01608
TLLALHRSY 9 0,00244
HLA-C*(n=17) SAPHGVVFL 9 0,20405
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WTFGAGAAL
WTFGAGAAL
IAIPTNFTI
IAIPTNFTI
VRFPNITNL
YQPYRVVVL
SALEPLVDL
SALEPLVDL
AALQIPFAM
AALQIPFAM
AAAYYVGYL
AAAYYVGYL
IAIVMVTIM
IAIVMVTIM
FTISVTTEI
FTISVTTEI

© ©O© © © © © © © © © © © © © O ©

0,19798
0,19798
0,18523
0,18523
0,1748
0,1409
0,12371
0,12371
0,12066
0,12066
0,07068
0,07068
0,06312
0,06312
0,04473
0,04473
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APENDICE N - EPITOPOS DE MHC-I PREDITOS DA PROTEINA DO ENVELOPE
(E) MAIS IMUNOGENICOS (SCORE > 0).

Imunogenicidade classe | - Proteina do envelope (E)

Alelo Peptideo Comprimento  Score
HLA-A* (n = 11) FLAFVVFLLV 10 0,30526
FLAFVVFLL 9 0,30188
FLAFVVFLL 9 0,30188
VLLFLAFVV 9 0,26315
SVLLFLAFVV 10 0,24819
SVLLFLAFVV 10 0,24819
VTLAILTAL 9 0,21055
SVLLFLAFV 9 0,19022
SVLLFLAFV 9 0,19022
FLLVTLAIL 9 0,17608
FLLVTLAIL 9 0,17608
HLA-B* (n=1) ILTALRLCAY 10 0,05849
HLA-C* (n = 4) FVSEETGTL 9 0,23237
FVSEETGTL 9 0,23237
LAILTALRL 9 0,12755
LAILTALRL 9 0,12755




(M) MAIS IMUNOGENICOS (SCORE > 0).

Imunogenicidade classe | - Proteina da membrana (M)

Alelo Peptideo Comprimento Score
HLA-A* (n =40) KLIFLWLLWPV 11 0,52512
KLIFLWLLWPV 11 0,52512
LIFLWLLWPV 10 0,40176
LIFLWLLWPV 10 0,40176
FLFLTWICLL 10 0,35364
FLWLLWPVTL 10 0,31272
GTITVEELK 9 0,29473
QWNLVIGFLF 10 0,28076
WLLWPVTLA 9 0,27363
LVIGFLFLT 9 0,27318
LSYFIASFRLF 11 0,2706
FLWLLWPV 8 0,24909
FLWLLWPV 0,24909
LWLLWPVTL 0,24802
YSRYRIGNYK 10 0,21736
LSYFIASFR 9 0,21181
KLLEQWNLVI 10 0,20872
SYFIASFRLF 10 0,19632
LLWPVTLACFV 11 0,18767
SYFIASFRL 9 0,18333
KLLEQWNLV 9 0,18092
KLLEQWNLV 9 0,18092
GTITVEELKK 10 0,17885
LYIIKLIFLW 10 0,17392
GLMWLSYFIA 10 0,16707
TLACFVLAAV 10 0,15809
TLACFVLAAV 10 0,15809
FVLAAVYRI 9 0,13985
FVLAAVYRI 9 0,13985
SMWSFNPETNI 11 0,12556
TLACFVLAA 9 0,12481
TLACFVLAA 9 0,12481
RFLYIIKLIF 10 0,11728
YFIASFRLF 9 0,06887
FIASFRLFA 9 0,06799
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FIASFRLFA 9 0,06799
GLMWLSYFI 9 0,06464
GLMWLSYFI 9 0,06464
SMWSFNPET 9 0,06248
MWLSYFIASF 10 0,00197
HLA-B* (n=7) FRLFARTRSM 10 0,18626
WLSYFIASF 0,11822
RLFARTRSM 0,11133
RLFARTRSM 9 0,11133
RVAGDSGFAAY 11 0,10638
SQRVAGDSGF 10 0,0305
MWLSYFIASF 10 0,00197
HLA-C*(n=6) FAYANRNRFL 10 0,18826
FAYANRNRFL 10 0,18826
FAYANRNRF 9 0,10537
FAYANRNRF 9 0,10537
ITVATSRTL 9 0,0012
ITVATSRTL 9 0,0012
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APENDICE P - EPITOPOS DE MHC-I PREDITOS DA PROTEINA DO
NUCLEOCAPSIDEO (N) MAIS IMUNOGENICOS (SCORE > 0).

Imunogenicidade classe | - Proteina do nucleocapsideo (N)

Alelo Peptideo Comprimento  Score
HLA-A* (n =12) NTASWFTAL 9 0,22775
YKTFPPTEPK 10 0,22336
AYKTFPPTEPK 11 0,17602
KTFPPTEPK 9 0,1306
KTFPPTEPK 9 0,1306
ATEGALNTPK 10 0,11409
SSPDDQIGYY 10 0,07924
GMSRIGMEV 9 0,07018
ASAFFGMSR 9 0,03154
KTFPPTEPKK 10 0,01273
KTFPPTEPKK 10 0,01273
SASAFFGMSR 10 0,00071
HLA-B* (n = 4) SPRWYFYYL 9 0,34101
SPRWYFYYL 9 0,34101
LKFPRGQGVPI 11 0,0577
KFPRGQGVPI 10 0,02894
HLA-C* (n = 2) NTASWFTAL 9 0,22775
NTASWFTAL 9 0,22775




APENDICE Q - EPITOPOS DE MHC-I PREDITOS DA NSP1 CONTIDA NA

ORF1AB MAIS IMUNOGENICOS (SCORE > 0).

Imunogenicidade classe | - nsP1 da ORFlab

Alelo Peptideo Comprimento Score
HLA-A* (n = 4) VMVELVAEL 9 0,23373
VMVELVAEL 9 0,23373
SLVPGFNEK 9 0,19848
TLGVLVPHV 9 0,09014
HLA-B* (n = 1) APHGHVMVEL 10 0,04434
HLA-C* (n = 4) HSSGVTREL 9 0,15932
HSSGVTREL 9 0,15932
RTAPHGHVM 9 0,11636
RTAPHGHVM 9 0,11636
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ORF3A MAIS IMUNOGENICOS (SCORE > 0).

Imunogenicidade classe | - ORF3a

Alelo Peptideo Comprimento  Score
HLA-A* (n = 30) FMRIFTIGTV 10 0,47908
HVTFFIYNK 9 0,36278
RIFTIGTVTLK 11 0,3426
RIFTIGTVTLK 11 0,3426
ASLPFGWLI 9 0,3116
IFTIGTVTLK 10 0,28246
FVRATATIPI 10 0,27445
IMRLWLCWK 10 0,27346
IMRLWLCWK 10 0,27346
MDLFMRIFTI 10 0,24036
WLIVGVALL 9 0,18314
FTIGTVTLK 0,18024
YLYALVYFLQ 10 0,15641
NLLLLFVTV 9 0,14216
LLYDANYFLC 10 0,14176
YLYALVYFL 0,13151
YLYALVYFL 0,13151
LIVGVALLAV 10 0,12886
LYLYALVYFL 10 0,12412
LYLYALVYFL 10 0,12412
LLYDANYFL 0,11841
LLYDANYFL 9 0,11841
PLLYDANYFL 10 0,11157
LYDANYFLCW 10 0,10601
NPLLYDANYFL 11 0,10053
ASKIITLKK 9 0,0947
FLQSINFVRI 10 0,09451
LYLYALVYF 0,05302
SASKIITLK 0,01046
FVCNLLLLFV 10 0,00299
HLA-B* (n = 1) LVAAGLEAPF 10 0,19506
HLA-C* (n = 4) FTIGTVTL 0,18672
FTIGTVTL 0,18672
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APENDICE R - EPITOPOS DE MHC-I PREDITOS DA PROTEINA ACESSORIA
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VAAGLEAPF 9 0,15679
VAAGLEAPF 9 0,15679
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APENDICE S - EPITOPOS DE MHC-I PREDITOS DA PROTEINA ACESSORIA
ORF6 MAIS IMUNOGENICOS (SCORE > 0).

Imunogenicidade classe | - ORF6

Alelo Peptideo Comprimento Score

HLA-A* (n=8) FQVTIAEIL 9 0,38115
ILLIMRTFK 10 0,2388
LLIIMRTFK 0,156
LLIIMRTFK 0,156
FHLVDFQVTI 10 0,12202
FHLVDFQVTI 10 0,12202
HLVDFQVTI 9 0,0982
HLVDFQVTI 9 0,0982




ORF7AB MAIS IMUNOGENICOS (SCORE > 0).

Imunogenicidade classe | - ORF7a

Alelo Peptideo Comprimento  Score

HLA-A* (n = 6) FLIVAAIVFI 10 0,38946
KLFIRQEEV 9 0,25628
KILFLALI 9 0,16214
VFITLCFTL 9 0,14219
FAFACPDGV 9 0,05295
FAFACPDGV 9 0,05295

HLA-C* (n = 2) VAAIVFITL 9 0,43202
VAAIVFITL 9 0,43202

ORF7b

HLA-A* (n = 12) IIFWFSLEL 9 0,2683
IIFWFSLEL 9 0,2683
YLCFLAFLL 9 0,21865
YLCFLAFLL 9 0,21865
SLIDFYLCFLA 11 0,20669
FLAFLLFLV 9 0,20158
FLAFLLFLV 9 0,20158
SLIDFYLCFL 10 0,18838
SLIDFYLCFL 10 0,18838
FYLCFLAFLL 10 0,1745
LIDFYLCFL 9 0,13386
IELSLIDFYL 10 0,06625
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APENDICE T - EPITOPOS DE MHC-I PREDITOS DA PROTEINA ACESSORIA
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APENDICE U - EPITOPOS DE MHC-I PREDITOS DA PROTEINA ACESSORIA
ORF8 MAIS IMUNOGENICOS (SCORE > 0).

Imunogenicidade classe | - ORF8

Alelo Peptideo Comprimento  Score

HLA-A* (n=7) FLVFLGITTV 11 0,46372
LVFLGITTV 10 0,37016
FLGITTV 8 0,34382
FLEYHDVRVV 10 0,18854
YIDIGNYTV 9 0,18759
YIDIGNYTV 9 0,18759
FLEYHDVRV 9 0,14624

HLA-B* (n = 3) LGITTVAAF 10 0,34746
IQYIDIGNY 0,30442
GIITTVAAF 0,2148




ORF10 MAIS IMUNOGENICOS (SCORE > 0).

Imunogenicidade classe | - ORF10

Alelo Peptideo Comprimento  Score

HLA-A* (n = 9) YINVFAFPFTI 11 0,41658
YINVFAFPFTI 11 0,41658
INVFAFPFTI 10 0,39434
INVFAFPFTI 10 0,39434
GYINVFAFPF 10 0,32004
NVFAFPFTI 0,30241
NVFAFPFTI 9 0,30241
AQVDVVNFNL 10 0,20505
FAFPFTIYSL 10 0,20414

HLA-B* (n = 2) FAFPFTIYSL 10 0,20414
FAFPFTIYSL 10 0,20414
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APENDICE V - EPITOPOS DE MHC-I PREDITOS DA PROTEINA ACESSORIA
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APENDICE W - EPITOPOS REPRESENTANTES DE CLUSTERS DE CELULAS T
(MHC-I E MHC-II) E CELULAS B DA PROTEINA SPIKE (S). DESCRICAO:
*SUBTIPO DE HLA; *NAO PRECISOU AGRUPAR PORQUE SO TEM UM

EPITOPO; +EPITOPO CAPAZ DE SE LIGAR A MAIS DE UM ALELO.

Grupos (clusters) de epitopos de sequéncias similares - Proteina spike (S)

Alelos Clusters IC50 Imunogenicidade score
MHC-I — HLAs-A*, B* e C* KWPWYIWLGF 7,11 0,56424
(n=48) YLQPRTFLLK* 18,87 0,1338
45,19
SPRRARSVAS 37,41 0,05935
RSFIEDLLFNK 34,01 0,3648
VTLADAGFIK 23,98 0,30393
FQFCNDPFLGV* 7,51 0,10889
39,27
VVFLHVTYV* 8,35 0,1278
17,07
ASANLAATK 11,48 0,08792
YTNSFTRGVY* 33,67 0,08467
36,2
LLTDEMIAQY 13,6 0,05204
VTWFHAIHV 40,28 0,38925
YIWLGFIAGL* 23,59 0,38584
24,96
VLNDILSRL 22,77 0,03
GTHWFVTQR 34,63 0,35133
FIAGLIAIV* 4,53 0,27206
6,61
KLPDDFTGCV* 36,19 0,18796
47,78
AQKFNGLTVL 40,8 0,12094
FVSNGTHWFV* 8,21 0,29638
12,74
ASVYAWNRK 29,08 0,28107
SVTTEILPV 21,89 0,2586
KLNDLCFTNV* 9,66 0,0961
30,21
NTQEVFAQV 41,58 0,17889
MQMAYRFNGI 8,64 0,15371
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WTAGAAAYY*

FELLHAPATV*

SAPHGVVFL
GVYFASTEK*

YQDVNCTEV
YTSALLAGTI
RQIAPGQTGK
FTISVTTE

FVFLVLLPLV
VTYVPAQEK*

NYNYLYRLF
RLDKVEAEV
TLKSFTVEK*

FNATRFASV
WMESEFRVY
STQDLFLPF
TLLALHRSY
WTFGAGAAL*
IAIPTNFTI*
VRFPNITNL
YQPYRVVVL
SALEPLVDL*
AALQIPFAM*

AAAYYVGYL*

IAIVMVTIM*

18,77
45,69
8,28
28,1
18,97
9,66
19,15
17,65
48,03
49,65
7,51
12,37
12,37
26,47
16,46
39,21
20,52
46,73
21,6
24,13
38,87
25,4
48,97
44,13
6,1
6,1
14,99
14,99
21,58
41,02
37,72
37,72
40,36
40,36
49,43
49,43
38,83
38,83

0,15259

0,1001

0,20405
0,09023

0,08295
0,05218
0,04829
0,04473

0,02996
0,02711

0,0171
0,01617
0,00741

0,14872
0,14153
0,06828
0,00244
0,19798
0,18523

0,1748

0,1409
0,12371
0,12066

0,07068

0,06312
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MHC-II — HLA-DRB1* (n = 23)

TGRLQSLQTYVTQQL*

QIPFAMQMAYRFNGI*

AYRFNGIGVTQNVLY
NITRFQTLLALHRSY*

AQKFNGLTVLPPLLT*

SNVTWFHAIHVSGTN

IIAYTMSLGAENSVA®*

VVVLSFELLHAPATV*

SSNFGAISSVLNDIL*

QGFSALEPLVDLPIG
QSLLIVNNATNWVVIK*

VNFNFNGLTGTGVLT
VADYSVLYNSASFST*

NYLYRLFRKSNLKPF*

TRFASVYAWNRKRIS*

12,03
22,60
33,10
5,95
13,02
17,66
30,45
30,45
30,45
15,25
11,16
16,16
17,39
34,93
34,93
34,93
9,57
12,13
39,85
20,37
7,80
10,93
4,65
10,19
31,36
9,56
11,70
17,83
16,75
16,75
16,75
43,00
6,25
13,57
14,74
36,01
36,01
36,01
29,72
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IAQYTSALLAGTITS
HGVVFLHVTYVPAQE
YYVGYLQPRTFLLKY*

TSNFRVQPTESIVRF*

FGGFNFSQILPDPSK
EVQIDRLITGRLQSL

LLQYGSFCTQLNRAL
GWTFGAGAALQIPFA

29,72
29,72
23,65
29,60
14,11
42,05
10,06
19,04
41,35
24,71
39,42
31,29
16,39

Célula B (n = 8)

GQSKRVDFC
TPGDSSSGWTA
RVYSTGSNVFQ
VNNSYECDIPI
RNFYEPQIITTD
MDLEGKQGNFKNL
KQIYKTPPIKDFGGF
LADAGFIKQYGDCLG
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APENDICE X - EPITOPOS REPRESENTANTES DE CLUSTERS DE CELULAS T
(MHC-I E MHC-Il) E CELULAS B DA PROTEINA DO ENVELOPE (E).
DESCRICAO: *SUBTIPO DE HLA; *NAO PRECISOU AGRUPAR PORQUE SO
TEM UM EPITOPO; +EPITOPO CAPAZ DE SE LIGAR A MAIS DE UM ALELO.

Grupos (clusters) de epitopos de sequéncias similares - Proteina do envelope (E)

Alelos Clusters IC50 Imunogenicidade score
MHC-| — HLAs-A*, B* e C* VLLFLAFVV 30,41 0,26315
(n=5) VTLAILTAL 35,21 0,21055
FLAFVVFLLV 33,3 0,30526
FLLVTLAIL* 14,58 0,17608
38,97
FVSEETGTL* 13,54 0,23237
13,54
MHC-Il - HLA-DRB1*
(n=3) SFYVYSRVKNLNSSR* 13,54
17,37
VTLAILTALRLCAYC* 21,12
30,19
MYSFVSEETGTLIVN 25,29
Célula B (n = 1*¥) YVYSRVKNLNSSRVP
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APENDICE Y - EPITOPOS REPRESENTANTES DE CLUSTERS DE CELULAS T
(MHC-I E MHC-Il) E CELULAS B DA PROTEINA DA MEMBRANA (M).
DESCRICAO: *SUBTIPO DE HLA; *NAO PRECISOU AGRUPAR PORQUE SO
TEM UM EPITOPO; +EPITOPO CAPAZ DE SE LIGAR A MAIS DE UM ALELO.

Grupos (clusters) de epitopos de sequéncias similares - Proteina da membrana (M)

Alelos Clusters IC50 Imunogenicidade score
MHC-I — HLAs-A*, B* e C* LSYFIASFRLF 38,12 0,2706
(n=15) KLIFLWLLWPV* 15,85 0,52512
24,93
KLLEQWNLVI 23,15 0,20872
LYIIKLIFLW 27,82 0,17392
QWNLVIGFLF 18,57 0,28076
GTITVEELK 31,09 0,29473
TLACFVLAAV* 11,53 0,15809
16,63
SMWSFNPETNI 43,25 0,12556
FRLFARTRSM 44,59 0,18626
RVAGDSGFAAY 38,32 0,10638
FAYANRNRFL* 20,09 0,18826
20,09
FLFLTWICLL 16,42 0,35364
YSRYRIGNYK 23,14 0,21736
FVLAAVYRI* 4,5 0,13985
9,17
ITVATSRTL* 16,61 0,0012
16,61
MHC-Il - HLA-DRB1* VYRINWITGGIAIAM* 13,00
(n=8) 33,21
39,77
VTLACFVLAAVYRIN 35,97
FRLFARTRSMWSFNP* 16,93
20,08
44,00
44,00
44,00
AVILRGHLRIAGHHL* 19,86

19,86
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MWSFNPETNILLNVP
ICLLQFAYANRNRFL*

TLSYYKLGASQRVAGH

PKEITVATSRTLSYY*

19,86
21,50
10:56
14:41
27:06
31,72
31,72
31,72
4,39

18,71
19,24
8,87

18,01
23,84
23,84
23,84

Célula B (n = 1**)

KLGASQRVAGDS
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APENDICE Z - EPITOPOS REPRESENTANTES DE CLUSTERS DE CELULAS T
(MHC-I E MHC-II) E CELULAS B DA PROTEINA DO NUCLEOCAPSIDEO (N).
DESCRICAO: *SUBTIPO DE HLA; *NAO PRECISOU AGRUPAR PORQUE SO
TEM UM EPITOPO:; +EPITOPO CAPAZ DE SE LIGAR A MAIS DE UM ALELO.

Grupos (clusters) de epitopos de sequéncias similares - Proteina do nucleocapsideo (N)

Alelos Clusters IC50 Imunogenicidade score
MHC-I — HLAs-A*, B* e C* YKTFPPTEPK 22,96 0,22336
(n=8) ASAFFGMSR 14,81 0,03154
LKFPRGQGVPI 34,93 0,0577
NTASWFTAL* 35,67 0,22775
35,67
41,91
ATEGALNTPK 23,09 0,11409
SSPDDQIGYY 21,74 0,07924
GMSRIGMEV 46,4 0,07018
SPRWYFYYL* 8,33 0,34101
40,72
MHC-Il — HLA-DRB1* QVILLNKHIDAYKTF* 29,12
(n=10) 29,12
29,12
QQTVTLLPAADLDDF* 14:23
35,46
NAAIVLQLPQGTTLP* 23,39
32,46
47,94
RWYFYYLGTGPEAGL* 15,99
17,03
KDGIIWVATEGALNT* 27,22
32,57
DQIGYYRRATRRIRG* 22,83
22,83
22,83
GTWLTYTGAIKLDDK 25,38
NTASWFTALTQHGKE* 27,77
39,63
WPQIAQFAPSASAFF* 37,29

49,32
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LLDRLNQLESKMSGK 36,02 -

CélulaB (n = 3) AGLPYGANK - -
NGPQNQRNAPRI - -
SKQLQQSMSSADS - -
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APENDICE AA - EPITOPOS REPRESENTANTES DE CLUSTERS DE CELULAS T

(MHC-I E MHC-Il) E CELULAS B DA NSP1 CONTIDA NA ORF1AB. DESCRICAO:

*SUBTIPO DE HLA; *NAO PRECISOU AGRUPAR PORQUE SO TEM UM
EPITOPO; +EPITOPO CAPAZ DE SE LIGAR A MAIS DE UM ALELO.

Grupos (clusters) de epitopos de sequéncias similares - nsP1 — ORFlab

Alelos Clusters IC50 Imunogenicidade score
MHC-I — HLAs-A*, B* e C* RTAPHGHVM* 10,48 0,11636
(n=5) 10,48
VMVELVAEL* 10,56 0,23373
20,53
SLVPGFNEK 26,15 0,19848
TLGVLVPHV 31,99 0,09014
HSSGVTREL* 46,84 0,15932
46,84
MHC-Il - HLA-DRB1* EKTHVQLSLPVLQVR* 22,20
(n=23) 25,90
39,80
VGEIPVAYRKVLLRK* 29,33
29,33
29,33
PYVFIKRSDARTAPH 37,05

CélulaB (n=2)

VPGFNEKTH
EGIQYGRSG
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APENDICE BB - EPITOPOS REPRESENTANTES DE CLUSTERS DE CELULAS T
(MHC-I E MHC-Il) E CELULAS B DA PROTEINA ACESSORIA ORF3A.
DESCRICAO: *SUBTIPO DE HLA; *NAO PRECISOU AGRUPAR PORQUE SO
TEM UM EPITOPO; +EPITOPO CAPAZ DE SE LIGAR A MAIS DE UM ALELO.

Grupos (clusters) de epitopos de sequéncias similares - ORF3a

Alelos Clusters IC50 Imunogenicidade score
MHC-I — HLAs-A*, B*e C* FMRIFTIGTV 37,8 0,47908
(n=12) LLYDANYFLC 19,51 0,14176
YLYALVYFLQ 25,01 0,15641
WLIVGVALL 26,18 0,18314
NLLLLFVTV 41,27 0,14216
ASKIITLKK 43,13 0,0947
LVAAGLEAPF 21,11 0,19506
FVRATATIPI 34,53 0,27445
HVTFFIYNK 9,47 0,36278
ASLPFGWLI 44,86 0,3116
IMRLWLCWK* 23,96 0,27346
40,03
FLQSINFVRI 18,1 0,09451
MHC-Il - HLA-DRB1* KKRWQLALSKGVHFV* 4,84
(n=28) 14,83
18,77
31,45
31,45
31,45
VYSHLLLVAAGLEAP* 15,51
28,67
42,41
FTSDYYQLYSTQLST* 8,37
23,90
PSDFVRATATIPIQA* 8,90
16,10
IPYNSVTSSIVITSG* 9,64
30,18
FMRIFTIGTVTLKQG* 26,22
38,68
YFLQSINFVRIIMRL* 38,28
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38,28

38,28

SLPFGWLIVGVALLA 49,22
CélulaB (n=3) STQLSTDTGV -
KIITLKKRWQL -

QGEIKDATPSDF
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APENDICE CC - EPITOPOS REPRESENTANTES DE CLUSTERS DE CELULAS T
(MHC-I E MHC-Il) E CELULAS B DA PROTEINA ACESSORIA ORF®6.
DESCRICAO: *SUBTIPO DE HLA; *NAO PRECISOU AGRUPAR PORQUE SO
TEM UM EPITOPO; +EPITOPO CAPAZ DE SE LIGAR A MAIS DE UM ALELO.

Grupos (clusters) de epitopos de sequéncias similares - ORF6

Alelos

Clusters

IC50

Imunogenicidade score

MHC-| — HLAs-A*
(n=3)

ILLIMRTFK

FHLVDFQVTI*

FQVTIAEIL

25,01

13,82
46,46
40,25

0,2388

0,12202

0,38115

MHC-Il - HLA-DRB1*
(n=2)

IINLHKNLSKSLTE*

IAEILLIIMRTFKVS*

19,00
19,00
19,00
6,56
12,06
20,04
28,10
28,10
28,10

Célula B (n = 1**)

LTENKYSQLDEEQP
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APENDICE DD - EPITOPOS REPRESENTANTES DE CLUSTERS DE CELULAS T
(MHC-I E MHC-Il) E CELULAS B DA PROTEINA ACESSORIA ORF7AB.
DESCRICAO: *SUBTIPO DE HLA; *NAO PRECISOU AGRUPAR PORQUE SO
TEM UM EPITOPO; +EPITOPO CAPAZ DE SE LIGAR A MAIS DE UM ALELO.

Grupos (clusters) de epitopos de sequéncias similares — ORF7ab

Alelos Clusters IC50 Imunogenicidade score
ORF7a VAAIVFITL 31,33 0,43202
MHC-I — HLAs-A*e C* KLFIRQEEV 24,25 0,25628
(n=5) KIHLFLALI 38,37 0,16214
VFITLCFTL 48,08 0,14219
FAFACPDGV* 7,61 0,05295
33,12

MHC-Il— HLA-DRB1*  VKHVYQLRARSVSPK* 7,70
(n=3) 13,34
39,98

39,98

39,98

46,05

IVFITLCFTLKRKTE® 29,67

29,67

29,67

STQFAFACPDGVKHV 45,29

Célula B (n = 1%) LYHYQECVR
ORF7b YLCFLAFLL* 6,76 0,21865
MHC-I — HLAs-A* 23,47
(n=23) IIFWFSLEL* 18,42 0,2683
32,11
FLAFLLFLV* 6,21 0,20158

11,21
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APENDICE EE - EPITOPOS REPRESENTANTES DE CLUSTERS DE CELULAS T
(MHC-I E MHC-Il) E CELULAS B DA PROTEINA ACESSORIA ORFS8.
DESCRICAO: *SUBTIPO DE HLA; *NAO PRECISOU AGRUPAR PORQUE SO
TEM UM EPITOPO; +EPITOPO CAPAZ DE SE LIGAR A MAIS DE UM ALELO.

Grupos (clusters) de epitopos de sequéncias similares — ORF8

Alelos Clusters IC50 Imunogenicidade score
MHC-I — HLAs-A* e B* FLVFLGIITTV 25,53 0,46372
(n=3) FLEYHDVRVV 46,64 0,18854
IQYIDIGNY 32,72 0,30442
MHC-Il - HLA-DRB1* SKWYIRVGARKSAPL* 7,56 -
(n=2) 20,71
34,54
34,54
34,54
40,05
VFLGIITTVAAFHQE* 17,10 -
26,96

Célula B (n = 1%

RVGARKSAP
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APENDICE FF - EPITOPOS REPRESENTANTES DE CLUSTERS DE CELULAS T

(MHC-I E MHC-Il) E CELULAS B DA PROTEINA ACESSORIA ORF10.

DESCRICAO: *SUBTIPO DE HLA; **NAO PRECISOU AGRUPAR PORQUE SO
TEM UM EPITOPO; +EPITOPO CAPAZ DE SE LIGAR A MAIS DE UM ALELO.

Grupos (clusters) de epitopos de sequéncias similares — ORF10

Alelos Clusters IC50 Imunogenicidade score
MHC-I — HLAs-A* YINVFAFPFTI* 36,42 0,41658
(n=2) 49,0
AQVDVVNFNL 26,83 0,20505
MHC-Il - HLA-DRB1* PFTIYSLLLCRMNSR* 21,18
(n=3) 35,02
SRNYIAQVDVVNFNL 23,41

MGYINVFAFPFTIYS

43,06
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APENDICE GG - COBERTURA POPULACIONAL DOS EPITOPOS DA PROTEINA
SPIKE (S) COM 100% DE CONSERVAGCAO EM RELACAO AS LINHAGENS
DESCOBERTAS DO SARS-COV-2.

Proteina spike (S) — Cobertura populacional

Conservacao (100%)

Score total de IC50 de Cobertura
MHC Clusters Comprimento Alelos IC50 .
processamento  processamento  populacional
Classe| KWPWYIWLGF 10 HLA-A*23:01 7,11 1,47 11 5,43%
(n=23) HLA-A*03:01 18,87 -0,26 22,5
YLQPRTFLLK 10 HLA-A*11:01 45,19 -0,54 42,7 30,92%
RSFIEDLLFNK 11 HLA-A*11:01 34,01 -0,41 73,7 15,53%
VTLADAGFIK 10 HLA-A*11:01 23,98 -0,27 31,5 15,53%
HLA-A*02:06 8,35 0,10 10,8
VVFLHVTYV 9 HLA-A*02:01 17,07 -0,16 20 40,60%
LLTDEMIAQY 10 HLA-A*01:01 13,6 1,33 12,1 17,34%
HLA-A*02:01 23,59 0,32 34
YIWLGFIAGL 10 HLA-A*02:06 24,96 0,33 32,7 40,60%
HLA-A*02:06 36,19 -0,51 46
KLPDDFTGCV 10 HLA-A*02:01 47,78 -0,68 67,8 40,60%
SVTTEILPV 9 HLA-A*02:06 21,89 -0,28 19,5 1,95%
HLA-A*02:01 9,66 0,13 13,9
KLNDLCFTNV 10 HLA-A*02:06 30,21 -0,23 32 40,60%
NTQEVFAQV 9 HLA-A*02:06 41,58 -0,75 78,4 1,95%
MQMAYRFNGI 10 HLA-A*02:06 8,64 0,65 6,9 1,95%
HLA-A*02:01 8,28 -0,14 21,1
FELLHAPATV 10 HLA-A*02:06 28,1 -0,51 49,6 40,60%
SAPHGVVFL 9 HLA-C*01:02 18,97 -1,15 1685 10,51%
YTSALLAGTI 10 HLA-A*02:06 48,03 -0,29 48,9 1,95%
FTISVTTEI 9 HLA-A*02:06 7,51 0,36 7 21,89%
HLA-C*03:04 12,37 0,19 10,2
HLA-C*03:03 12,37 0,19 10,2
RLDKVEAEV HLA-A*02:01 46,73 -0,55 54,1 39,08%
TLKSFTVEK 9 HLA-A*11:01 21,6 0,03 20,5 30,92%
HLA-A*03:01 24,13 -0,22 36
VRFPNITNL HLA-C*06:02 21,58 0,37 45,5 15,52%
YQPYRVVVL HLA-C*01:02 41,02 -1,02 1725,6 10,51%
SALEPLVDL 9 HLA-C*03:04 37,72 0,08 56,6 20,33%
HLA-C*03:03 37,72 0,08 56,6
AALQIPFAM 9 HLA-C*03:04 40,36 -0,35 29,1 20,33%
HLA-C*03:03 40,36 -0,35 29,1
AAAYYVGYL 9 HLA-C*03:04 49,43 0,09 38,6 20,33%
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HLA-C*03:03 49,43 0,09 38,6
Conjunto 86,58%
Class I TGRLQSLQTYVTQQL 15 HLA-DRB1*01:01 12,03 - - 13,99%
(n=14) HLA-DRB1*01:04 33,10
HLA-DRB1*10:01 22,60
QIPFAMQMAYRFNGI 15 HLA-DRB1*01:04 13,02 - - 22,94%
HLA-DRB1*01:.01 5,95
HLA-DRB1*10:.01 17,66
HLA-DRB1*11:02 30,45
HLA-DRB1*13:01 30,45
HLA-DRB1*13:22 30,45
AYRFNGIGVTQNVLY 15 HLA-DRB1*10:01 15,25 - - 2,59%
VVVLSFELLHAPATV 15 HLA-DRB1*01:.01 4,65 - - 13,99%
HLA-DRB1*10:01 10,19
HLA-DRB1*01:04 31,36
SSNFGAISSVLNDIL 15 HLA-DRB1*10:01 9,56 - - 13,97%
HLA-DRB1*01:01 11,70
QGFSALEPLVDLPIG 15 HLA-DRB1*10:01 17,83 - - 2,59%
QSLLIVNNATNVVIK 15 HLA-DRB1*11:02 16,75 - - 9,69%
HLA-DRB1*13:.01 16,75
HLA-DRB1*13:22 16,75
HLA-DRB1*01:04 43,00
VNFNFNGLTGTGVLT 15 HLA-DRB1*01:01 6,25 - - 11,53%
IAQYTSALLAGTITS 15 HLA-DRB1*10:01 23,65 - - 2,59%
YYVGYLQPRTFLLKY 15 HLA-DRB1*01:01 14,11 - - 11,55%
HLA-DRB1*01:04 42,05
TSNFRVQPTESIVRF 15 HLA-DRB1*01:01 10,06 - - 13,99%
HLA-DRB1*10:01 19,04
HLA-DRB1*01:04 41,35
FGGFNFSQILPDPSK 15 HLA-DRB1*10:01 24,71 - - 2,59%
EVQIDRLITGRLQSL 15 HLA-DRB1*01:04 39,42 - - 0,02%
LLQYGSFCTQLNRAL 15 HLA-DRB1*10:01 31,29 - - 2,59%
Conjunto 22,94%
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APENDICE HH - COBERTURA POPULACIONAL DOS EPITOPOS DA PROTEINA
DA MEMBRANA (M) COM 100% DE CONSERVACAO EM RELACAO AS

LINHAGENS DESCOBERTAS DO SARS-COV-2.

Proteina de membrana (M) — Cobertura populacional

Conservacao (100%)

Score total de IC50 de Cobertura
MHC Clusters Comprimento Alelos IC50 .
processamento  processamento  populacional
Classe | LSYFIASFRLF 11 HLA-A*23:01 38,12 1,07 23 5,43%
(n=15) KLIFLWLLWPV 11 HLA-A*02:01 15,85 -0,14 12,8 40,60%
HLA-A*02:06 24,93 -0,34 20,5
KLLEQWNLVI 10 HLA-A*02:01 23,15 0,10 38,8 39,08%
LYHKLIFLW 10 HLA-A*23:01 27,82 0,28 21,8 5,43%
QWNLVIGFLF 10 HLA-A*23:01 18,57 0,75 28,8 5,43%
GTITVEELK 9 HLA-A*11:01 31,09 -0,39 35,5 15,53%
TLACFVLAAV 10 HLA-A*02:01 11,53 -0,14 15,2 40,60%
HLA-A*02:06 16,63 -0,30 22,2
SMWSFNPETNI 11 HLA-A*02:01 43,25 -0,50 108,3 39,08%
FRLFARTRSM 10 HLA-B*08:01 44,59 -0,47 39,6 10,55%
RVAGDSGFAAY 11 HLA-B*15:01 38,32 0,52 138,1 8,44%
FAYANRNRFL 10 HLA-C*03:04 20,09 0,58 38,5 20,33%
HLA-C*03:03 20,09 0,58 38,5
FLFLTWICLL 10 HLA-A*02:01 16,42 0,62 17,5 39,08%
YSRYRIGNYK 10 HLA-A*11:01 23,14 -0,35 21,4 15,53%
FVLAAVYRI 9 HLA-A*02:06 4,5 0,74 5,6 40,60%
HLA-A*02:01 9,17 0,45 11
ITVATSRTL 9 HLA-C*03:04 16,61 0,56 30,1 20,33%
HLA-C*03:03 16,61 0,56 30,1
Conjunto 71,53%
Classe Il VTLACFVLAAVYRIN 15 HLA-DRB1*01:01 35,97 - - 11,53%
(n=6) FRLFARTRSMWSFNP 15 HLA-DRB1*10:01 16,93 - - 22,93%
HLA-DRB1*01:01 20,08
HLA-DRB1*11:02 44,00
HLA-DRB1*13:01 44,00
HLA-DRB1*13:22 44,00
MWSFENPETNILLNVP 15 HLA-DRB1*01:01 21,50 - - 11,53%
ICLLQFAYANRNRFL 15 HLA-DRB1*10:01 10,56 - - 22,94%
HLA-DRB1*01:01 14,41
HLA-DRB1*01:04 27,06
HLA-DRB1*11:02 31,72
HLA-DRB1*13:01 31,72
HLA-DRB1*13:22 31,72
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TLSYYKLGASQRVAG

PKEITVATSRTLSYY

15

15

HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:04
HLA-DRB1*11:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:22

4,39
18,71
19,24
8,87
18,01
23,84
23,84
23,84

13,99%

20,64%

Conjunto

22,94%




APENDICE Il - COBERTURA POPULACIONAL DOS EPITOPOS DA PROTEINA
DO NUCLEOCAPSIDEO (N) COM 100% DE CONSERVACAO EM RELACAO AS
LINHAGENS DESCOBERTAS DO SARS-COV-2.
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Proteina do nucleocapsideo (N) — Cobertura populacional

Conservacao (100%)

Score total de IC50 de Cobertura
MHC Clusters Comprimento Alelos IC50 :
processamento  processamento  populacional
Classel ASAFFGMSR 9 HLA-A*11:01 14,81 0,45 13,7 15,53%
(n=6) LKFPRGQGVPI 11 HLA-B*07:02 34,93 -0,34 55,6 12,78%
NTASWFTAL 9 HLA-A*02:06 41,91 0,05 73,2 21,89%
HLA-C*03:04 35,67 0,13 60,5
HLA-C*03:03 35,67 0,13 60,5
ATEGALNTPK 10 HLA-A*11:01 23,09 -0,84 35,2 15,53%
GMSRIGMEV 9 HLA-A*02:01 46,4 -0,74 52,6 39,08%
SPRWYFYYL HLA-B*07:02 8,33 0,76 15,7 22,61%
HLA-B*08:01 40,72 0,55 25,5
Conjunto 70,66%
Classe Il NAAIVLQLPQGTTLP 15 HLA-DRB1*01:01 23,39 - - 13,99%
(n=6) HLA-DRB1*01:04 32,46
HLA-DRB1*10:01 47,94
KDGIIWVATEGALNT 15 HLA-DRB1*10:01 27,22 - - 13,97%
HLA-DRB1*01:01 32,57
DQIGYYRRATRRIRG 15 HLA-DRB1*11:02 22,83 - - 9,68%
HLA-DRB1*13:01 22,83
HLA-DRB1*13:22 22,83
GTWLTYTGAIKLDDK 15 HLA-DRB1*01:01 25,38 - - 11,53%
NTASWFTALTQHGKE 15 HLA-DRB1*10:01 27,77 - - 13,97%
HLA-DRB1*01:01 39,63
WPQIAQFAPSASAFF 15 HLA-DRB1*10:01 37,29 - - 13,97%
HLA-DRB1*01:01 49,32
Conjunto 22,94%
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APENDICE JJ - COBERTURA POPULACIONAL DOS EPITOPOS DA PROTEINA
NAO-ESTRUTURAL 1 (NSP1) DA ORF1AB COM 100% DE CONSERVACAO EM
RELACAO AS LINHAGENS DESCOBERTAS DO SARS-COV-2.

ORF1lab - nsP1 - Cobertura populacional

Conservacao (100%)

Score total de IC50 de Cobertura
MHC Clusters Comprimento Alelos IC50 .
processamento  processamento  populacional
Classel SLVPGFNEK HLA-A*11:01 26,15 -0,24 26,4 15,53%
(n=3) TLGVLVPHV HLA-A*02:01 31,99 -0,41 30,8 39,08%
HSSGVTREL 9 HLA-C*03:04 46,84 -0,23 139,3 20,33%
HLA-C*03:03 46,84 -0,23 139,3
Conjunto 61,01%
Classe Il EKTHVQLSLPVLQVR 15 HLA-DRB1*01:01 22,20 - - 13,99%
(n=3) HLA-DRB1*10:01 25,90
HLA-DRB1*01:04 39,80
VGEIPVAYRKVLLRK 15 HLA-DRB1*11:02 29,33 - - 9,68%
HLA-DRB1*13:01 29,33
HLA-DRB1*13:22 29,33
PYVFIKRSDARTAPH 15 HLA-DRB1*01:01 37,05 - - 11,53%
Conjunto 22,94%




APENDICE KK - COBERTURA POPULACIONAL DOS EPITOPOS DA ORF3A
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COM 100% DE CONSERVACAO EM RELACAO AS LINHAGENS DESCOBERTAS
DO SARS-COV-2.

ORF3a — Cobertura populacional

Conservacao (100%)

Score total de IC50 de Cobertura
MHC Clusters Comprimento Alelos IC50 :
processamento  processamento  populacional

Classel FMRIFTIGTV 10 HLA-A*02:01 37,8 -0,56 56,3 39,08%

(n=10)  LLYDANYFLC 10 HLA-A*02:01 19,51 -0,30 19,3 39,08%

YLYALVYFLQ 10 HLA-A*02:01 25,01 -0,10 17,5 39,08%

WLIVGVALL HLA-A*02:01 26,18 0,37 31 39,08%

NLLLLFVTV HLA-A*02:01 41,27 -0,37 71,3 39,08%

ASKIITLKK HLA-A*11:01 43,13 -0,50 52,9 15,53%

FVRATATIPI 10 HLA-A*02:06 34,53 -0,55 37,3 1,95%

HVTFFIYNK 9 HLA-A*11:01 9,47 -0,30 14,9 15,53%

IIMRLWLCWK 10 HLA-A*03:01 23,96 -0,17 17,8 30,92%

HLA-A*11:01 40,03 -0,26 21,8

FLQSINFVRI 10 HLA-A*02:01 18,1 -0,14 29,8 39,08%

Conjunto 63,78%

Classell FTSDYYQLYSTQLST 15 HLA-DRB1*01:01 8,37 - - 13,97%
(n=3) HLA-DRB1*10:01 23,90
HLA-DRB1*01:01 26,22

FMRIFTIGTVTLKQG 15 HLA-DRB1*10:01 38,68 - - 13,97%
HLA-DRB1*11:02 38,28
HLA-DRB1*13:01 38,28

YFLQSINFVRIIMRL 15 HLA-DRB1*13:22 38,28 - - 9,68%

Conjunto 22,93%
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APENDICE LL - COBERTURA POPULACIONAL DOS EPITOPOS DA ORF6 COM
100% DE CONSERVACAO EM RELACAO AS LINHAGENS DESCOBERTAS DO
SARS-COV-2.

ORF6 — Cobertura populacional

Conservacao (100%)

Score total de IC50 de Cobertura
MHC Clusters Comprimento Alelos IC50 .
processamento  processamento  populacional
Classe | ILLIMRTFK 10 HLA-A*03:01 25,01 -0,42 25,7 16,81%
(n=2) FQVTIAEIL 9 HLA-A*02:06 40,25 0,39 38,1 1,95%
Conjunto 18,59%
Classe Il  IAEILLIMRTFKVS 15 HLA-DRB1*01:01 6,56 - - 22,94%
(n=1) HLA-DRB1*01:04 12,06
HLA-DRB1*10:01 20,04
HLA-DRB1*11:02 28,10
HLA-DRB1*13:01 28,10
HLA-DRB1*13:22 28,10
Conjunto 22,94%




APENDICE MM - COBERTURA POPULACIONAL DOS EPITOPOS DA ORF7AB
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COM 100% DE CONSERVACAO EM RELACAO AS LINHAGENS DESCOBERTAS
DO SARS-COV-2.

ORF7ab — Cobertura populacional

Conservacao (100%)

Score total de

IC50 de

Cobertura

MHC Clusters Comprimento Alelos IC50 .
processamento  processamento  populacional
ORF7a
Classel  VAAIVFITL 9 HLA-C*03:04 31,33 0,23 75 20,33%
(n=5) HLA-C*03:03 31,33 0,23 75
KLFIRQEEV 9 HLA-A*02:01 24,25 -0,35 36,5 39,08%
KILFLALI 9 HLA-A*02:06 38,37 -0,15 42,3 1,95%
VFITLCFTL 9 HLA-A*23:01 48,08 0,36 43,6 5,43%
FAFACPDGV 9 HLA-A*02:06 7,61 0,21 9,1 40,60%
HLA-A*02:01 33,12 -0,54 51,4
Conjunto 56,00%
Classe Il
(n=1) STQFAFACPDGVKHV 15 HLA-DRB1*01:01 45,29 - - 11,53%
Conjunto 11,53%
ORF7b
Classe |  YLCFLAFLL 9 HLA-A*02:01 6,76 0,83 7,9 40,60%
(n=3) HLA-A*02:06 23,47 0,35 24
IIFWFSLEL 9 HLA-A*02:01 18,42 1,01 15,7 40,60%
HLA-A*02:06 32,11 0,66 35,5
FLAFLLFLV 9 HLA-A*02:01 6,21 0,16 6,1 40,60%
HLA-A*02:06 11,21 -0,07 10,5
Conjunto 40,60%
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APENDICE NN - COBERTURA POPULACIONAL DOS EPITOPOS DA ORF8 COM
100% DE CONSERVACAO EM RELACAO AS LINHAGENS DESCOBERTAS DO
SARS-COV-2.

ORF8 — Cobertura populacional
Conservacéo (100%)

. Score total de IC50 de Cobertura
MHC Clusters Comprimento Alelos IC50 :
processamento  processamento  populacional
Classe | FLEYHDVRVV 10 HLA-A*02:01 46,64 -0,94 146,2 39,08%
(n=1)

Conjunto 39,08%
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of proteins S, M, E, N, nspl, ORF3a, ORF6, ORF7ab, ORF8, and ORF10, was performed in silico. Peptides were selected
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identified (score > 0), respectively, and were cluster representative, 100% preserved to the new strains and identified as to
their population coverage. Structural proteins had a greater amount of immunogenic epitopes, however due to their great
similarity, the number was reduced to 10% of the initial amount. Despite few explored in the studies, an immunogenic
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GENETICA DO NORDESTE; Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF),
Embrapa Semiarido, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
Universidade de Pernambuco (UFPE)

2. INVENQAO, M. C. V.; SANTOS, F. L. S. G.; BARROS, G. S.; ARAUJO, E. D.; BATISTA, M. V.
A.
Comparacdo de testes moleculares para deteccédo e genotipagem de HPV em mulheres do

estado de Sergipe, 2021. (Outra,Apresentacao de Trabalho)

Palavras-chave: HPV, Entro-A, MY09/11, PCR Multiplex

Areas do conhecimento: Genética Molecular e de Microorganismos, Virologia,Bioinformatica

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Meio digital. Home page: http://engene-
sbg.com.br/online/index.php?page=main; Local: Formato online; Cidade: Formato online; Evento: XXIIl ENCONTRO DE
GENETICA DO NORDESTE; Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF),
Embrapa Semiarido, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
Universidade de Pernambuco (UFPE)

3. INVENCAO, M. C. V.; SILVA,, A. J. D.; MATOS, A. S.; BATISTA, M. V. A.; FREITAS, A. C.
Construcdo de antigeno a partir de predicdo de epitopos como estratégia para o
desenvolvimento de vacina de DNA contra o SARS-CoV-2., 2021. (Outra,Apresentacdo de

Trabalho)

Palavras-chave: COVID-19, Profilaxia, Multiepitopo

Referéncias adicionais: Brasil/Esperanto. Meio de divulgagdo: Meio digital; Local: Formato online; Cidade: Recife-PE;
Evento: XI JORNADA DA POS-GRADUAGCAO EM GENETICA; Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE)

4. INVENCAO, M. C. V.; SILVA., A. J. D.; BATISTA, M. V. A,; FREITAS, A. C.


http://engene-/
http://engene-/
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CONSTRUCAO DE ANTIGENO SINTETICO MULTIEPITOPO PARA O DESENVOLVIMENTO
DE ESTRATEGIA VACINAL CONTRA SARS-CoV-2, 2020. (Outra,Apresentacéo de Trabalho)

5. INVENCAO, M. C. V.
PALESTRA: BIOINFORMATICA APLICADA NA PRODUCAO DE VACINA, 2020.

(Outra,Apresentacéo de Trabalho)

Producéo técnica

Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia

1. SILVA., A. J. D.; INVENCAO, M. C. V.; LEAL, L. R. S.; FREITAS, A. C.
Desenvolvimento de estratégia vacinal contra a COVID-19 em Pernambuco: como as

leveduras podem ajudar a combater a COVID-197?, 2020

2. INVENC}AO, M. C. V.; SANTOS, D. S.
Desenvolvimento de vacinas no combate ao coronavirus, 2020

3. INVENCAO, M. C. V.; SILVA., A. J. D.; RAMOS, M. M.

Podcast Dinossauros de Plastico - #12 Vacina 2, 2020


http://www.instagram.com/tv/CFia-RGnkfu/?igshid=1ec6ifzskfqwi
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Inovacao

Projetos
Projetos de pesquisa

2020 - Atual ConstrucOes de antigenos a partir de predicdo computacional como estratégia

para o desenvolvimento de vacina de DNA contra 0 SARS-CoV-2.
Descricdo: Atualmente diversos paises do mundo, entre eles o Brasil, tém
observado um crescimento constante do surgimento de casos de infeccdo do
Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2), cujo nome
da doenca é COVID-19, devido a rapida viremia do patégeno. Por se tratar de um
virus respiratorio que se dissemina facilmente e nos casos mais graves leva até a
morte, a producéo de vacina torna-se uma forma importante de garantir o controle
da pandemia. Apesar de existirem algumas estratégias vacinais ja sendo
desenvolvidas ainda nenhuma possui liberacdo para ser distribuida amplamente
para populacdo mundial. Entre elas é possivel exemplificar algumas estratégias
que utilizam peptideos, subunidades, DNA entre outras. Embora existam
trabalhos envolvendo este Ultimo tipo de vacina para o SARS-CoV-2, ha uma
limitacdo no que se refere ao desenvolvimento de vacina de DNA utilizando gene
sintético a partir de predicdo de epitopos para genes estruturais e ndo estruturais.
Assim, o desenvolvimento deste estudo torna-se importante, pois é capaz de
construir gene sintético a partir de predicdo computacional de varios epitopos de
cada proteina estrutural e ndo estrutural do SARS-CoV-2, 0 que pode aumentar a
eficAcia e imunogenicidade em relacdo as vacinas que estdo em
desenvolvimento, tendo baixo custo por ser feito a partir de simulacdes in silico,
atraveés de softwares gratuitos.
Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Mestrado académico (1);
Integrantes: Maria da Conceicdo Viana Invencdo (Responsavel); ; Marcus
Vinicius de Aragao Batista; Antdnio Carlos de Freitas; Anna Jéssica Duarte Silva
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico-
CNPq
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Educacéo e Popularizacdo de C&T

Capitulos de livros publicados

1. BATISTA, M. V. A.; BARROS, G. S.; INVENCAO, M. C. V.; SANTOS, L. A. B. O.; FERNANDES,
A. O.; MOTA, E. S.; MOREIRA FILHO, C. R.; SOUZA, J. A.; NASCIMENTO, L. F. J.

Bioinformatics as an Auxiliary Tool for the Treatment and Prevention of Human Papillomavirus
Infection In: Human Papillomaviruses (HPVs): Detection, Infection and Protection.1 ed.Hauppauge,
NY, 11788 USA: Nova Science Publishers, Inc., 2020, p. 1-.

Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia

1. SILVA., A. J. D.; INVENCAO, M. C. V.; LEAL, L. R. S.; FREITAS, A. C.

Desenvolvimento de estratégia vacinal contra a COVID-19 em Pernambuco: como as
leveduras podem ajudar a combater a COVID-19?, 2020. (Mesa redonda, Programa de Radio
ouTv)

2. INVENCAO, M. C. V.; SANTOS, D. S.
Desenvolvimento de vacinas no combate ao coronavirus, 2020. (Entrevista, Programa de
Radio ou TV)

3. INVENCAO, M. C. V.; SILVA., A. J. D.; RAMOS, M. M.

Podcast Dinossauros de Plastico - #12 Vacina 2, 2020. (Entrevista, Programa de Radio ou TV)


http://www.instagram.com/tv/CFia-RGnkfu/?igshid=1ec6ifzskfqwi
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Orientacfes e Supervisdes

OrientacgOes e supervisdes

Orientagdes e supervisdes concluidas
Trabalhos de concluséo de curso de graduacgéo

1. Rosana Santos Silva. ELABORAGCAO DE GUIA DIDATICO COM A TEMATICA DE
POLUICAO ATMOSFERICA DECORRENTE DAS CERAMICAS LOCAIS DESTINADO AOS
DOCENTES DE CIENCIAS E BIOLOGIA DO MUNICIPIO DE ITABAIANINHA-SERGIPE. 2021.

Curso (Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal de Sergipe

Eventos

Eventos

Participac&o em eventos

1. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 66th Brazilian Congress of Genetics, 2021.
(Congresso)

PREDICTION AND ANALYSIS OF T-cell and B-cell EPITOPES FOR CONSTRUCTION OF
VACCINE STRATEGY AGAINST COVID-19.

2. IEDB Virtual User Workshop, 2021. (Outra)
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3. X Curso de Inverno em Genética e Biologia Molecular, Il Edicdo online, 2021. (Outra)

4. X1 JORNADA DA POS-GRADUACAO EM GENETICA, 2021. (Outra)
Construgéo de antigeno a partir de predicdo de epitopos como estratégia para o desenvolvimento
de vacina de DNA contra o0 SARS-CoV-2.

5. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XXl ENCONTRO DE GENETICA DO NORDESTE,
2021. (Encontro)

Comparacao de testes moleculares para detec¢cédo e genotipagem de HPV em mulheres do estado
de Sergipe (Trabalho 1) e Avaliagcdo da interferéncia da aprendizagem de conhecimentos basicos

sobre a compreensao dos contelidos de Genética (Trabalho 2).

6. Bioln4Girls - Ciclo de Palestras em Bioinformética, 2020. (Outra)

7. IV Webinar Ciéncia USP - Covid-19: Inteligéncia Artificial na Medicina, 2020. (Outra)

8. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) X Jornada de P4s-Graduacdo em Genética, 2020.
(Outra)

CONSTRUCAO DE ANTIGENO SINTETICO MULTIEPITOPO PARA O DESENVOLVIMENTO DE
ESTRATEGIA VACINAL CONTRA SARS-CoV-2.

Organizacéo de evento

1. INVENCAO, M. C. V.
XI JORNADA DA POS-GRADUACAO EM GENETICA, 2021. (Outro, Organizag&o de evento)

Bancas

Bancas

Participacdo em banca de trabalhos de concluséo
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Graduacao

1. INVENCAO, M. C. V.; CAVALCANTE, R. C. M. ; SANTOS, S. S. C.

Participacdo em banca de Rosana Santos Silva. ELABORACAO DE GUIA DIDATICO COM A
TEMATICA DE POLUICAO ATMOSFERICA DECORRENTE DAS CERAMICAS LOCAIS
DESTINADO AOS DOCENTES DE CIENCIAS E BIOLOGIA DO MUNICIPIO DE ITABAIANINHA-
SERGIPE, 2021

(Ciéncias Bioldgicas) Universidade Federal de Sergipe

Totais de producéao

Produgédo bibliografica

Artigos completos publicados em PeridOdiCO . v i i i i i i it ittt ittt ettt et ettt ettt eeeeeeens 3
Capltulos de 1ivros PUDLICATOS vttt i ittt it ettt ettt ettt eeeeeeeeeseeeeeeeeeneeeeeeenns 1
Trabalhos publicados em anais de eVentoS ...ttt ittt ittt ittt ittt eeenenenennnenns 17
Apresentacgdes de trabalhos (Conferéncia ou palestra) « ... ittt it it iteieeenenns 4
Apresentacdes de trabalhos (CONgrESS0) v vt vttt ittt it oo eneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 7
Apresentagdes de trabalhos (Semindrio) .. ...ttt ittt ittt ee e teeeenaenn 1
Apresentacgdes de trabalhos (OULra) ...ttt ittt ittt ittt ettt nneneneeeeeens 12

Produgdo técnica

Curso de curta duracdo ministrado (EXLENSEO) « ittt ittt ittt eteeeeeeeeeeeneeeeeeenns 1
Curso de curta duracdo Ministrado (OULTO) v vt ittt ittt ittt ettt e et eneeeeeneenean 1
Programa de RAJIO OU TV (ENtrevista) ¢ v v it i ittt it e tee et eeeneeeeeeeeeaeeenaeeennns 2
Programa de RAAio ou TV (MeSa YeAONAA) « v v vttt v vt e e e meeensneeeeneeeeneeeeneeeneeeennns 1
F Yo T o T2 = T 1
Orientagdes

Orientacdo concluida (trabalho de conclusdo de curso de graduaCdo) «..eeeereeeeennennn 1
Eventos

Participacdes em eventos (CONTIESSO) .ttt v u ettt tneeneeneneeneneeneeneneeneeneneeneas 3
Participagdes em eventos (SemMinNArio) ...ttt ittt ittt ettt ettt ettt tieeeeeannn 3
Participacdes em eventos (SImMPOSIio) v vi ittt ittt e teeeeeeeneeeeneeeeaeeenaeeennns 4
Participagdes em eventos (ENCONLIO) ittt ittt ittt et et et et eeeeeeesennneneneaeeeeas 2
Participagdes em eventos (OULTa) ..ttt ittt ittt ettt et et ettt eeeeeneaenoaneeeeeeas 13
Organizacdo de evento (OULTO) ..t ittt ittt ettt et et e ettt e et e ettt teeaeeeeaenn 3

Participacdo em banca de trabalhos de conclus&o (graduaGdo) .« .. e et eneeeeneeennnnn 1
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