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RESUMO

A vigilancia genomica do SARS-CoV-2 tem sido fundamental para monitorar o
surgimento de mutacoes e compreender suas implicacoes na severidade e disseminacao do
virus, auxiliando na previsao de impactos na eficacia da vacinacao e na resposta imune
populacional. Neste estudo computacional, mapeamos as variantes de SARS-CoV-2 cir-
culantes em Foz do Iguacu, Parand, Brasil, de 2020 a 2022. Focamos na identificacao de
mutagoes missense, que alteram a sequéncia de aminoacidos das proteinas virais, e avali-
amos seu efeito na apresentacao de epitopos, com énfase nos alelos HLA-B da populagao
local. Os resultados indicaram que epitopos associados aos alelos B*07:02 ¢ B*27:05
apresentaram maior perda de ligacao devido a mutagoes, e que a dinamica de algumas
variantes pode demonstrar a exportacao de variantes ao Paraguai. Embora nao tenha
sido observada uma correlacao direta entre o perfil alélico de pacientes internados em
UTI e a circulacao de mutagoes especificas, o estudo revelou a dindmica mutacional do
SARS-CoV-2 ao longo do tempo em Foz do Iguagu durante a pandemia. Dessa forma, a
pesquisa identificou mutacoes que potencialmente impactaram a disseminacao do virus e
ofereceu um panorama das variantes circulantes, contribuindo para futuras estratégias de

vigilancia epidemiolégica na regiao fronteirica.

Palavras-chave: COVID-19; variagoes alélicas; complexo de histocompatibilidade;

sequenciamento.
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ABSTRACT

Genomic surveillance of SARS-CoV-2 has been essential for monitoring emerging
mutations and understanding their implications for viral severity and spread, aiding in
predicting impacts on vaccine efficacy and the population’s immune response. In this com-
putational study, we mapped SARS-CoV-2 variants circulating in Foz do Iguagu, Parana,
Brazil, from 2020 to 2022. We focused on identifying missense mutations, which change
the viral protein amino acid sequence in an unique position, and assessed their effect
on epitope presentationfor HLA-B alleles. The results indicated that epitopes associated
with the B*07:02 and B*27:05 alleles showed greater binding loss due to mutations, and
that the emergence of certain variants may be related to the city’s proximity to Paraguay.
Although no direct correlation was found between the allelic profile of ICU-admitted
patients and the circulation of specific mutations, the study revealed SARS-CoV-2’s mu-
tational dynamics over time in Foz do Iguagu during the pandemic. Thus, this research
identified mutations potentially impacting viral spread and provided an overview of cir-

culating variants, contributing to future epidemiological surveillance strategies.

Keywords: COVID-19; allelic variance; major histocompatibility complex; sequencing.

Versdo Fi nal Honol ogada

07/ 01/ 2025 12: 40



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Processamento dos antigenos para apresentagao ao sistema imune. (A)

Principal via de geracao dos peptideos para apresentacao pelas moléculas

HLA Classe I; (B) e Classe II. . . . . . .. ... ... ... ... ..

Etapas do processo de infeccao de SARS-CoV-2, incluindo entrada vi-

ral, replicacao e transcricao, montagem e liberagao. . . . . . . . . ..

Residuos ancoras Leucina e Valina de um peptideo ALGIGILTV na

fenda de HLA-A*02:01. . . . . . . . . . . .

18

Figura 4 - Representacao das metodologia computacionais desenvolvidas para predicao

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Versdo Fi nal Honol ogada
07/ 01/ 2025 12: 40

de epitopos de células T baseada em (A) motifs, (B) métodos quanti-

tativos heuristicos e (C) redes neurais artificiais. . . . . . .. ... ..

Etapas do pipeline para andlise das mutagoes missense. Coletas de
dados gendmicos (A), alinhamento das sequéncias das mesmas varian-
tes (B), alinhamento das sequéncias consenso de cada variante com a
sequéncia de referéncia (C), identificagdo de mutagdes missense (D),
geracao dos peptideos de referéncia e mutados (E), predi¢ao da afini-

dade de ligagao (F) e anélise estatistica (G). Quadros vermelhos apre-

sentam dados quantitativos de cada etapa. . . . . ... ... ... ..

Esquema demonstrando o conceito de perda (Loss) e ganho (Gain) de

afinidade de ligagao dos epitopos de referéncia e mutados. . . . . . . .

Diversidade de linhagens de SARS-CoV-2 em Foz do Iguagu/PR de
Mar /2020 a Dez/2022. (A) Prevaléncia relativa das linhagens ao longo
dos meses, quadro superior apresentando o nimero de genomas sequen-
ciados, linhas superiores demonstrando o periodo das ondas de acordo
com estudos prévios (BASTOS et al., 2021; GIOVANETTI et al., 2022;
GRAF et al., 2024; MOURA et al., 2022); (B) perfil alélico de pacientes
do HMPGL obtido a partir do estudo experimental, quadro superior

apresentando o nimero de amostras sequenciadas. Meés correspondente

a data de deteccao/admissdo. . . . . . . ...

Ntmero de mutagoes tinicas que levaram ao efeito de (Weak) Gain ou
(Weak) Loss para (A) cada ORF, (B) cada variante e (C) cada alelo. A
contagem considera os efeitos para cada alelo predito. Figura B possui

as variantes por ordem da primeira deteccao na cidade de Foz de Iguagu

de baixo para cima. . . . . . . ...



Figura 9 - Distribuicao da posicao dos epitopos e suas variantes mutadas dos
antigenos de SARS-CoV-2 que circularam em Foz do Iguagu/PR. (A)
Posigao das mutagoes ao longo do genoma de SARS-CoV-2, mutagoes
que ocorreram em mais de 20 variantes estao destacadas em amarelo,
mutacoes que foram classificadas como Gain, Loss e Weak Loss estao
destacadas em cinza escuro, vermelho e salmao, respectivamente; (B)
estrutura de um monomero da spike ligado a ACE2. As posigoes das
mutagoes e regiao do FCS (680-690) estao destacadas em esferas ver-
melha e verde, respectivamente. . . . . . .. ... ... L.

Figura 10 - Valores de Logs(Fold Change) para cada mutacao classificada em ( Weak)
Loss. Mutagoes classificadas por (A) variantes e (B) por genes. Vari-
antes estao ordenadas de baixo para cima a partir da primeira data de
deteccao em Foz do Iguagu. Mutacoes que geraram Loss estao iden-
tificadas com alelo:mutacao:k-mer e indicacao na lateral esquerda da
onda epidemiolégica que ocorreu a primeira detecgdo em (B) . . . . . .

Figura 11 - Comparagao entre a predicao da afinidade de ligacao em escala lo-
garitmica (eixo y) de epitopos com mutagoes e referéncia (eixo x) para
cada alelo. Total Loss sao todas as classificacoes Weak Loss e Loss e

p-valores se encontram na parte superior de cada quadro. . . . . . . . .

Versdo Fi nal Honol ogada
07/ 01/ 2025 12: 40



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Comparacoes entre as Frequéncias dos Grupos Alélicos

Tabela 2 - Mutacoes Loss epitopos associados ao alelo B¥07:02 e B*¥27:05 . . . . .

Versdo Fi nal Honol ogada
07/ 01/ 2025 12: 40



ACE2
FC

FCS
GISAID
HLA-B

HMPGL
MHC

RBD
ORF
VOC
VOI

Versdo Fi nal Honol ogada

07/ 01/ 2025 12: 40

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Angiotensin-converting enzyme 2 (Enzima Conversora de Angiotensina 2)
Fold change (Razao da expressao relativa)

Furin cleavage site (Sitio de Clivagem da Furina)

Global Initiative on Sharing All Influenza Data

Human Leukocyte Antigen Class I - B (Antigeno Leucocitdrio Humano
Classe I - B)

Hospital Municipal Padre Germano Lauck

Major Histocompatibility Complex (Complexo Principal de Histocompati-
bilidade)

Receptor Binding Domain (Dominio de Ligacao ao Receptor)

Open Reading Frame

Variant of Concern (Variante de Preocupagao)

Variant of Interest (Variante de Interesse)



Versdo Fi nal Honol ogada

07/ 01/ 2025 12: 40

2.2
2.3
24

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11

5.1

0.2

5.3

SUMARIO

INTRODUCGAO . . . . . s,
REVISAO BIBLIOGRAFICA . .. ... ................
O Complexo Principal de Histocompatibilidade e o Sistema de

Antigeno Leucocitdrio Humano (HLA) . . . . . ... ... ... ...
Estrutura e Apresentacao a Células T . . . .. .. ... ... ....
Estrutura e Processo de Infeccao de SARS-CoV-2 . . . ... ...
NetMHCpan: Predicao de afinidade de ligacao entre MHC e

antigenos virais . . . . ... ..o

OBJETIVOS . . . . . e

Especificos . . . . . . ...
MATERIAIS E METODOS . . . ... ... ... ... ...,
Estudo Experimental . . . . . . . ... ... ... ... . L.
Aspectos Eticos . . . . .,
Selecao de individuos COVID-19 positivo . . . . . . ... ... ...
Fase laboratorial . . . . . . . . .. ... ... ... ... ...
Estudo computacional . . . . . . ... ... ... ...
Coleta de dados genémicos . . . . . . . . ... ... ... .......
Identificacao de mutacoes missense de SARS-CoV-2 . . . . .. ..
Predicao da afinidade de ligacao de peptideos virais mutados
Analise estatistica . . . . . . .. ...
Modelo Estrutural . . . .. ... .. ..o
Ferramentas Computacionais . . . . . . . . . ... .. ... ......
RESULTADOS E DISCUSSAO . . . ... ...............
Diversidade genémica de SARS-CoV-2 em Foz do Iguacu - Pa-
rand/BR . . . ..o
Diversidade de mutacoes missense concentra-se em ORF1lab e
spitke . . .. e
Epitopos de B*07:02 apresentam maior perda na afinidade de
ligacao com mutagoes missense . . . . . . . . ... ... ...
Implicagoes e limitagcoes do estudo na regiao de fronteira . . . . .
CONCLUSAO . . . . .o
REFERENCIAS . . .. ... ... i,



13

1 INTRODUCAO

A vigilancia genomica das variantes circulantes de SARS-CoV-2 permitiu o acom-
panhamento do surgimento de mutacoes que pudessem gerar impactos na severidade e
circulacdo do virus. No entanto, mutagoes neutras ou moderadamente deletérias fo-
ram observadas em grande parte da amostragem presente no banco de dados Global
Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID). Esse fator se deve a tendéncia de
mutacoes com grande efeito fenotipico serem minoria comparado as toleradas modificagoes
de aminodcidos de baixo- ou sem-efeito (HARVEY et al., 2021).

Porém, essa pequena minoria de modificagoes pode contribuir para o aumento
do fitness e conferir determinadas vantagens em diferentes ciclos virais, como: patoge-
nicidade, infectividade, transmissibilidade e/ou antigenicidade. Nesse sentido, ao longo
da pandemia surgiram evidéncias que alteracoes fenotipicas das variantes virais estavam
diretamente relacionadas com alteragdes no mecanismo de resposta (neutralizacao por
anticorpos) e reconhecimento (ligagao pelos complexos de apresentacao de antigeno) do
sistema imune (HARVEY et al., 2021; PONTAROTTI; PAGANINI, 2022).

Portanto, esforgos foram concentrados em compreender essas diferencas de res-
posta imune para avaliar o comportamento evolutivo viral, como também, compreender
as regioes e marcadores que podem afetar a eficicia de uma vacinagao em massa. Em
termos de reconhecimento do sistema imune, diferentes trabalhos mapearam epitopos de
SARS-CoV-2, a partir da linhagem de origem em Wuhan, China, que sao potencialmente
reconhecidos por células T (GRIFONI et al., 2020; KIYOTANTI et al., 2020).

Essa diversificagao do quadro de apresentacao de antigenos baseado nas informacgoes
mutacionais foi explorada por Hamelin et al. (2022), onde se avaliou o impacto das
mutacoes prevalentes, detectadas na vigilancia genomica global de SARS-CoV-2, demons-
trando que a identificagao de determinadas mutagoes e grupos alélicos que apresentam
influéncia na resposta imune, baseada na apresentacao de epitopos, se torna um indica-
dor de que a monitoramento genomico viral e a identificagao do perfil HLA populacional
podem convergir para avaliar o quadro de incidéncia da doencga em determinada regiao e
no desenvolvimento de novas vacinas.

Em relacao a regioes de fronteira, esses indicadores se tornam mais dificeis de medir
e avaliar. O transito comercial e urbano podem gerar perturbacoes em relagao a vigilancia
epidemioldgica de cada pais, devido a circulagao de novas variantes e a diversificacao
genomica presente na populagao de fronteira. Portanto, o presente trabalho busca mapear
as variantes que potencialmente circularam no municipio de Foz do Iguagu - Parand/BR
e a influéncia das mutagoes missense - uma mutacao pontual que codifica um aminoacido
nao-sindnimo - na apresentacao de epitopos em relacao ao perfil alélico de HLA-B da

regiao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Complexo Principal de Histocompatibilidade e o Sistema de

Antigeno Leucocitdario Humano (HLA)

O Complexo Maior de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex
- MHC, em inglés) exerce um papel fundamental no sistema imune, responsaveis pela
apresentagao de peptideos na superficie celular para reconhecimento das células T (WI-
ECZOREK et al., 2017). A versao humana do MHC |, chamado de sistema HLA (Human
Leukocyte Antigen, em inglés) é codificado a partir do cromossomo 6 e estima-se que
apresenta cerca de 40 diferentes genes de HLA, extremamente polimérficos, distribuidos
em trés classes. No entanto, apenas duas classes, I e II, estao envolvidas com a resposta
imune e possuem diferentes fungdes e estruturas (KLEIN; SATO, 2000).

Os genes da Classe I sao consideravelmente expressos em células somaticas e depen-
dem do tipo de tecido, ja a Classe II esta presente nas células do sistema imune incluindo
células B, células T ativadas, macréfagos, células dendriticas, etc (KLEIN; SATO, 2000;
SIEGRIST, 2018). As Classes I e II também se dividem na localizagao celular e para en-
tender seu funcionamento é necessario compreender a dinamica celular no processamento
de peptideos intra- e extracelulares. No citosol, proteinas defeituosas, indesejadas ou
desgastadas sao processadas pelo proteossoma a partir do reconhecimento da ubiquitina.
Esse processamento gera peptideos que sao transportados, com auxilio da classe de Trans-
portadores Associados com o Processamento de Antigenos (TAP, sigla em inglés), para o
reticulo endoplasmaético e dependendo de sua afinidade de ligacao, sao reconhecidos pelo
MHC Classe I e exportados por meio do Complexo de Golgi até a superficie extracelular
(Figura 1A) (KLEIN; SATO, 2000).

Por outro lado, as proteinas adquiridas do espacamento extracelular sao processa-
das de maneira diferente. A partir da endocitose (ou fagocitose), as proteinas extracelu-
lares sao processadas por meio do mecanismo lisossomal com proteinas proteoliticas para
formagao de endossomos e reciclagem de aminoacidos. Durante o processamento, o MHC
Classe II reconhece os peptideos pré-processados baseados na afinidade de ligagao e sao
exportados para superficie extracelular (Figura 1B) (KLEIN; SATO, 2000).

Apesar de haver uma diferenca funcional e de localizacao entre as duas classes,
seu funcionamento nao é restrito as suas atribuicoes previamente descritas. Em alguns

casos, peptideos extracelulares sao processados pela Classe I e peptideos intracelulares
sao processados pela Classe IT (KLEIN; SATO, 2000).
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Figura 1 - Processamento dos antigenos para apresentagao ao sistema imune. (A) Principal
via de geragao dos peptideos para apresentacao pelas moléculas HLA Classe I; (B)
e Classe II.

Fonte: Klein e Sato (2000)

2.2 Estrutura e Apresentacao a Células T

As estruturas da Classe I e II sao compostas por dois dominios, com uma tnica
cadeia-a pesada (Classe I) ou com duas cadeias, cadeia-« e cadeia-/3 (Classe II). Os dois
dominios formam uma base folha-5 e duas a-hélices no topo, onde sao acomodados os
peptideos. Cada cadeia apresenta um dominio de imunoglobulina, enquanto o MHC
Classe I é associado a uma cadeia leve de (-2 microglobulina (#2m). Por fim, hélices

transmembrana ancoram os complexos na membrana (WIECZOREK et al., 2017).
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Os genes que compreendem as Classes I e II apresentam alto grau de polimorfismo
(os mais conhecidos sao: Classe I: HLA-A, -B, -C; Classe II: HLA-DR, -DP, -DQ), os
quais possuem uma variagao alélica que afeta a ligacao de peptideos nos sulcos de ligagao
e modulam a selecao de peptideos apresentados na superficie celular pelo MHC. No sulco
de ligagao, a estrutura helicoidal se liga aos peptideos de acordo com a (i) formagcao de
ligacoes de hidrogénio entre as estruturas do MHC e o peptideo e a (ii) ocupacao de
pequenos espagos que ancoram residuos da cadeia lateral peptidica (WIECZOREK et
al., 2017). Apenas alguns desses pequenos espacos ja podem determinar a especificidade
de cada peptideo em se ligar ao complexo e geralmente ¢ definido pela conformacao dos
diferentes alelos (KLEIN; SATO, 2000).

Essa interagao das cadeias laterais de cada peptideo depende da geometria, distri-
buicao de carga e hidrofobicidade na ligagao ao sulco. No entanto, a predi¢ao de afinidade
nessa interagao MHC-antigeno nao depende somente das caracteristicas moleculares, como
o tamanho (8-12 residuos para Classe I e 13-25 residuos para Classe 1I) ou composigao das
cadeias laterais, se nao das conformagoes transitérias e energéticas das estruturas do MHC
durante suas flutuacoes de equilibrio da estrutura molecular. Por isso, o carregamento do
MHC ¢ influenciado por diferentes fatores, como disponibilidade de antigenos, atividade
das proteases, disponibilidade de chaperonas e interacao com proteinas auxiliares, como
a Tapasina (Classe I) e HLA-DM (Classe II) (WIECZOREK et al., 2017).

A partir da ligagdo, o MHC ¢é transportado até a superficie celular para apre-
sentacao do antigeno para células T. Na regiao dos linfonodos, as células T CD4+ reco-
nhecem os antigenos apresentados pela Classe 11, enquanto as células T CD8+ reconhecem
o complexo MHC-peptideos formados pela Classe I. O reconhecimento dos peptideos, ge-
ralmente, nao sao o suficiente para ativacao das células T, as quais permanecem anérgicas

ou se tornam tolerantes na falta de um estimulo secundério (SIEGRIST, 2018).

2.3 Estrutura e Processo de Infeccao de SARS-CoV-2

O genoma de SARS-COV-2 é composto por 14 ORFSs, os quais codificam cerca
de 29 proteinas virais. Com aproximadamente 30kb, esse genoma contém inicialmente
duas ORFs (ORF1la e ORF1b) responséveis pela expressao de duas poliproteinas (ppla
e pplab) que podem ser processadas em 15-16 proteinas nao-estruturais; quatro conjunto
de proteinas estruturais (nucleocapsideo (N), spike (S), membrana (M) e envelope (E));
e uma série de proteinas acessérias (ORFS3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8b,
ORF9b e ORF14) (TAY et al., 2020; V’KOVSKI et al., 2021; YANG; RAO, 2021).

Na regiao terminal 5’ estao presentes os genes das poliproteinas, essas proteinas sao
codificados por duas regioes ORF'1 sobrepostas e sao digeridas por duas proteases virais,

PL2 e 3CL-pro, resultando em 16 proteinas nao-estruturais (NSPs, em inglés), as quais
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compoe o complexo de replicagao e transcrigao viral (RTC). Enquanto a regido terminal
3’ codifica proteinas estruturas e ORF's intercaladas codificam proteinas acessérias com
diferentes fungoes no processo de infec¢ao e montagem do virion resultante (V'KOVSKI
et al., 2021).

O virus acessa o espaco intracelular por meio de interagoes entre a proteina S com
receptores celulares e proteinas auxiliares (como a Enzima Conversora da Angiostensina
2 - ACE2 e a proteina transmembrana TMPRSS2, respectivamente) , acarretando na
fusdo entre a membrana celular do hospedeiro e a viral (Figura 2). A fusdo permite a
liberagao do RNA viral genémico no espaco intracelular que sao traduzidas por ribossomos
funcionais sequestrados do mecanismo natural da célula hospedeira. Inicialmente, as
poliproteinas ppla e pplab sao co-expressas e digeridas em NPSs para se agregarem e
formarem o RTC (TAY et al., 2020; YANG; RAO, 2021).

Figura 2 - Etapas do processo de infecgdo de SARS-CoV-2, incluindo entrada viral, replicagao

e transcrigdo, montagem e liberagao.
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Fonte: Yang e Rao (2021)

Durante o ciclo da infeccao viral, algumas organelas se auto-replicam a partir
do reticulo endoplasmatico (RE) e propiciam um ambiente favordvel para replicagao e

transcricdo de mRNAs subgenomicos (sg-mRNAs). Aparentemente, esse mecanismo de

Versdo Fi nal Honol ogada

07/ 01/ 2025 12: 40



18

replicacao é evitado no citosol, provavelmente, para nao ser detectado por sensores do
sistema imune inato (V'KOVSKI et al., 2021). As proteinas estruturais que sao traduzidas
no RE acabam sendo translocadas entre as membranas do RE até o Complexo de Golgi
por meio de um compartimento intermedidrio, onde o virion resultante é formado. Por

fim, o virion formado é secretado por exocitose para seguir com o ciclo de infeccao nas

demais células do hospedeiro (V'KOVSKI et al., 2021; YANG; RAO, 2021).

2.4 NetMHCpan: Predicao de afinidade de ligacao entre MHC e antigenos

virais

A identificacao de epitopos de células T é um grande desafio devido a significativa
variagao em seu reconhecimento entre individuos. Os genes envolvidos com o sistema
HLA sao os mais diversos do genoma humano, além dos fatores ambientais que afetam
o histérico de interagdo entre o sistema de apresentacao de antigenos. As moléculas
de MHC apresentam especificidades de ligagao distintas, caracterizando um sistema de
apresentacao de epitopos robusto e variado. Na Figura 3 é possivel verificar a quantidade

de interacoes que podem ser geradas a partir da ligacao entre o MHC e o peptideo.

Figura 3 - Residuos ancoras Leucina e Valina de um peptideo ALGIGILTV na fenda de HLA-
A*02:01.

"
3 Pep. Leu2 Pep. Val9
PocketB Pocket F
N-terminal C-terminal
MHC wall MHC wall

Fonte: Perez et al. (2022)

A ligacao de peptideos ao MHC é uma etapa necessaria para que o sistema imune
adaptativo e inato possa ser ativado, esses ligantes sao classificados como epitopos de
células T. Essa etapa representa o processo mais seletivo da via de reconhecimento de
antigenos e compreender os mecanismos que influenciam esse evento contribui para o

desenvolvimento de ferramentas, as quais podem predizer potenciais alvos que ativam ou
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nao uma resposta imune por meio de vias dependentes de MHC (PETERS; NIELSEN;
SETTE, 2020).

Essas aplicagoes corroboram com os avancos no desenvolvimento de vacinas, imu-
noterapia do cancer e pesquisa de doencas infecciosas. Por isso, multiplos esforgos sao
aplicados no desenvolvimento de métodos computacionais capazes de acuradamente predi-
zer a ligacao de peptideos e mapear os epitopos ao MHC-I e MHC-II. Entre eles, existem
o SYFPEITHI (RAMMENSEE et al., 1999), netMHCpan (REYNISSON et al., 2020),
MHCflurry (O’'DONNELL; RUBINSTEYN; LASERSON, 2020), MHCnuggets (SHAO et
al., 2020) e MixMHCpred (GFELLER et al., 2023).

De acordo com Peters, Nielsen e Sette (2020), esses métodos computacionais sao
responsaveis por mapear os epitopos de células T que evoluiram ao longo do tempo, adicio-
nando caracteristicas a cada versao. Inicialmente, visava-se identificar os motifs formados
pelos aminodacidos dos peptideos, os quais correspondiam aos residuos de ligacao ao MHC.
Determinadas posicoes desses peptideos permitem um limitado niimero de substituintes e
com propriedades de cadeia-laterais semelhantes, os quais mantém o potencial de ligacao
MHC-ligante. Esses residuos foram chamados de residuos ancoras e outros influentes
foram classificados como auxiliares, os quais também possuiam um espacamento e espe-
cificidade determinante para afinidade de ligacao que quando somados caracterizavam os
motifs dos residuos ligantes ao MHC (Figura 4A).

Em um segundo momento, esses métodos foram aprimorados para abordagens
quantitativas da afinidade de ligacao do MHC utilizando abordagens de aprendizado de
maquina. Nesse sentido, uma abordagem inicial foi determinar pontuacoes, a partir de
valores heuristicos, para os vinte aminoacidos em cada posicao que quantitativamente
representasse o seu impacto esperado. Esses valores eram estimados a partir de dados
experimentais e eram derivados para se obter uma pontuacao final de uma sequéncia
peptidica em relacao a determinada variante de MHC. A partir da eficiéncia do método
heuristico, abordagens baseadas em aprendizado de maquina supervisionado foram im-
plementadas (Figura 4B).

Em uma terceira abordagem, as atuais ferramentas utilizam arquiteturas de redes
neurais artificiais especializadas para integrar informagoes das interacoes lineares e nao-
lineares a partir da sequéncia do MHC e dados da ligagao MHC-ligante. No entanto, dados
experimentais sao um limitante para o treinamento supervisionado, dado o ntmero de
variantes existentes. Essa limitagao motivou o desenvolvimento de técnicas que baseiam-
se na construcao de matrizes virtuais que caracterizam o perfil de ligacao de determinada
variante de MHC, sem dados experimentais, por meio da comparacgao dos residuos do sulco
de ligagao do MHC com os residuos do sulco de ligagao de variantes que foram avaliados
experimentalmente. Essa tltima abordagem ficou conhecida como pan-specific, exibindo
alta confiabilidade na predigao de epitopos para variantes MHC sem dados experimentais
(Figura 4C).
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Figura 4 - Representacdo das metodologia computacionais desenvolvidas para predicao de
epitopos de células T baseada em (A) motifs, (B) métodos quantitativos heuristicos

e (C) redes neurais artificiais.
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Fonte: Peters, Nielsen e Sette (2020)

O primeiro método computacional a implementar predicoes pan-specific em redes
neurais para moléculas do MHC Classe I foi o NetMHCpan (HOOF et al., 2009). Esse
método complementa a informagao sobre a ligagao MHC-ligante e ligante eluido no trei-
namento do modelo preditivo com informagoes sobre os aminodcidos que definem o sulco
de ligacao do MHC. Além disso, a partir de aprimoramentos, o NetMHCpan-4.1 permite
desambiguar peptideos que tiveram baixa resolucao de anotagao para determinados alelos
a partir de dados experimentais e aumento a performance de predicao em relacao a demais
ferramentas (REYNISSON et al., 2020).

Portanto, nesse trabalho, busca-se implementar a ferramenta NetMHCpan-4.1 na
avaliacao dos efeitos na ligacao entre peptideo-MHC a partir dos dados de mutacgoes
missense de variantes de SARS-CoV-2 identificadas em Foz do Iguagu/PR.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a relagdo da diversidade de variantes SARS-CoV-2 que circularam
em Foz do Iguagu/PR, entre 2020 e 2022, e o impacto das mutagoes missense na afinidade

de ligacao dos epitopos aos complexos de apresentagao de antigeno HLA-B.

3.2 Especificos

e Identificar os sitios de mutacoes missense mais relevantes a partir do alinhamento
das variantes identificadas entre 2020 e 2022 no GISAID;

e Coletar os grupos alélicos de HLA-B mais frequentes no Estado do Parana via Allele

Frequency Net Database e estudos prévios;

e Estimar a afinidade de ligacao dos peptideos de referéncia e mutados em relacao aos
alelos HLA-B selecionados utilizando NetMHCpan-4.1.

e Relacionar as mutagoes missense, o periodo de circulagao da variante e o impacto

na apresentacao de epitopos baseado nos dados preditos.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os dados experimentais foram extraidos de projetos prévios e descritos nesse tra-
balho. A anélise das mutagoes missense das variantes de SARS-CoV-2 utilizou-se de
abordagens computacionais e dados publicos. As etapas computacionais de coletas das
sequéncias genomicas, identificacao das mutacgoes e predicao de epitopos foram baseadas
em metodologias prévias (HAMELIN et al., 2022).

4.1 Estudo Experimental

O municipio de Foz do Iguagu, no sul do Brasil, faz fronteira com Paraguai e
Argentina. O municipio tem 258.823 habitantes, uma densidade de 414,58 pessoas por
km?, urbanizacao superior a 99% e um Indice de Desenvolvimento Humano de 0,751. A
rede de satde inclui 36 unidades, sendo quatro hospitais, organizados em cinco distritos. O
primeiro caso de COVID-19 foi registrado em 12 de marco de 2020, seguido pelo primeiro
caso de transmissao local em 25 de margo, transmissao comunitaria em 7 de abril e o
primeiro 6bito em 26 de abril. As medidas de distanciamento social foram iniciadas a
partir de 15 de margo (VIANA et al., 2021).

Os pacientes COVID-19 positivo admitidos na Unidade de Tratamento Intensivo
(UTI), no Hospital Municipal Paulo Germano Lauck (HMPGL), entre 2020 e 2021, foram
submetidos a andlise genotipica de HLA-B. Os individuos foram selecionados priorizando
o histérico hospitalar e quadro clinicos melhor documentados durante o periodo de in-
ternacao. A pesquisa fez parte da Acao 9 de enfrentamento a COVID-19 no ambito da
Universidade Federal da Integragao Latino-Americana — Unila, intitulada “Medicina per-
sonalizada para tratamento de pacientes COVID-19 em Foz do Iguagu” (PORTARIA No
193/2020/GR) (ProjCOVID).

4.2 Aspectos Eticos

Essa etapa faz parte do projeto ” Perfil da populacao do oeste paranaense acometido
de Sindrome Respiratéria Aguda Grave entre 2020 a 2022”7, aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, CAAE 36189220.3.0000.8527, em 2020, Nimero
do Parecer: 4.250.900.
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4.3 Selecao de individuos COVID-19 positivo

As amostras foram coletadas de pacientes admitidos e apresentando testes RT-
qPCR positivos anteriormente ou na admissao hospitalar. A coleta foi realizada a partir
de julho/2020 & novembro/2020 e maio/2021 a julho/2021. Os pacientes com declaragao
de nacionalidade estrangeira, tempo de internacao no HMPGL superior & 65 dias (con-
siderados outliers) e que apresentam resultados ambiguos para os gendtipos dos grupos
alélicos de HLA foram removidos desta andlise.

O histérico hospitalar foi consultado por meio do Sistema de Gestao Tasy (Konin-
klijke Philips N.V, Inc., Amsterdam, NL) utilizado pelo HMPGL, assim como, os quadros

clinicos atuais foram coletados no projeto ProjCOVID.

4.4 Fase laboratorial

De cada paciente foram coletados cerca de 6 ml de sangue periférico em tubo
contendo anticoagulante EDTA (Tubo Greiner Bio-One) e armazenados em refrigeragao -
80°C pela equipe de enfermagem hospitalar. As amostras tiveram o DNA extraido via kit
extracao Geno Plus Mini VIOGENE, numerados e armazenados no banco de amostras
do LPCM-UNILA . A quantificacao de cada amostra foi realizada em espectrofotometro
NanoDrop ND2000 (Thermo Fischer Inc., Waltham, MA, EUA).

Os éxons de HLA classe I loci B foram genotipados por Sequenciamento de Grupo
Especifico (GSSP) via kit SeScore Sequencing GSSP (One Lamda, Inc), a partir de amos-
tras do DNA extraido dos pacientes SARS-CoV-2 positivo. As amostras foram checadas,
purificadas e sequenciadas em sequenciador automatico de DNA ABI 3500 (Thermo Fis-
cher Inc., Waltham, MA, EUA). As andlises dos dados obtidos foram realizadas em Soft-
ware UTYPE Dx HLA Sequence Analysis (One Lambda, Inc). Eventualmente algumas
amostras apresentaram resultados com ambiguidade em baixo nivel de resolucao (grupos

alélicos), essas amostras foram filtradas.

4.5 Estudo computacional

Os métodos computacionais buscaram coletar os dados genomicos de variantes que
circularam no municipio de Foz do Iguagu (Parand, Brasil) (Figura 5A e 5B), identificagao
de mutagoes missense (Figura 5C e 5D), predigao da afinidade de ligagdo de peptideos
virais mutados (Figura 5E e 5F) e anélise descritiva e estatistica (Figura 5G). Além disso,
dados experimentais de projetos anteriores foram utilizados para direcionar a escolha dos

alelos HLA-B selecionados neste estudo.
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Figura 5 - Etapas do pipeline para andlise das mutacoes missense. Coletas de dados genémicos
(A), alinhamento das sequéncias das mesmas variantes (B), alinhamento das
sequéncias consenso de cada variante com a sequéncia de referéncia (C), identi-
ficagdo de mutagoes missense (D), geragdo dos peptideos de referéncia e mutados
(E), predigao da afinidade de ligagao (F) e andlise estatistica (G). Quadros verme-

lhos apresentam dados quantitativos de cada etapa.
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4.6 Coleta de dados genémicos

As 655 sequéncias genomicas de SARS-CoV-2 foram coletadas via GISAIDR (versao
0.9.10) (WIRTH; DUCHENE, 2022) a partir do banco de dados EpiCoV, pertencente ao
Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID) (KHARE et al., 2021). A
requisicao foi realizada para sequéncias genomicas completas (>29kb) coletadas entre
01/01/2020 e 01/01/2023, extraidas a partir de amostras provenientes da cidade de Foz
do Iguagu - Parand/Brasil (Figura 5A e 5B). As 55 variantes detectadas foram inferidas
com base na classificacao fornecida pelo EpiCoV. Sequéncias com mais de 5% das bases
desconhecidas, extraidas de amostras ambientais ou variantes que tiveram apenas uma

sequéncia coletada foram excluidas. O banco de sequéncias utilizado neste estudo pode
ser acessado via gisaid.org/EPI_SET _240517bd.
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4.7 Identificacao de mutagoes missense de SARS-CoV-2

As sequéncias consenso foram obtidas a partir de sequéncias alinhadas de mesma
variante. A sequéncia de referéncia SARS-CoV-2 Wuhan-1 (NC_045512.2) foi alinhada
com cada sequéncia consenso individualmente utilizando minimap2 v2.26-r1175. As
sequencias mapeadas foram ordenadas e convertidas em um arquivo .bam utilizando sam-
tools v1.18. A chamada das variantes foi realizada utilizando beftools mpileup v1.17 no
modo hapldide e mutacoes soméaticas foram anotadas a partir de snpEff v4.5 com a funcao

ann (Figura 5D).

4.8 Predicao da afinidade de ligacao de peptideos virais mutados

Os peptideos virais foram selecionados a partir da posicao de mutacgao, gerando k-
mers de 10 a 14 aminoécidos com a presenca de mutacao tinica em cada uma das posicoes,
assim como, peptideos ndo mutados como referéncia (Figura 5E). Os peptideos que apre-
sentavam similaridade e identidade completa com peptideos do genoma humano GRCh38
foram descartados utilizando o Ensembl BioMart (HARRISON et al., 2024; KINSELLA
et al., 2011). A afinidade de ligagao dos peptideos virais selecionados foi predita con-
tra 15 alelos de HLA-B (B*07:02, B*08:01, B*14:02, B*15:01, B*18:01, B*27:05, B*35:01,
B*38:01, B*39:01, B*40:01, B*44:03, B*49:01, B*51:01, B*53:01, B*57:01). A escolha dos
alelos teve como base os grupos alélicos presentes nas coletas experimentais realizadas em
2020 e 2021 pelo laboratério, além de acrescentar alelos frequentes no Estado Parana
detectados no Registro Brasileiro de Doadores Voluntérios de Medula Ossea (REDOME)
e em estudos prévios (Apéndice A).

A predicao da afinidade de ligacao dos peptideos foi realizada pelo NetMHCpan 4.1
EL, esse método utiliza uma rede neural treinada com dados experimentais de afinidade de
ligacao e dados de ligantes eluidos para gerar uma pontuacao que indica a probabilidade de
um peptideo ser um ligante para os tipos de HLA especificados (REYNISSON et al., 2020).
A probabilidade de ligacao é expressa em forma de classificagao percentilica (%rank), onde
os ligantes classificados como fracos ( Weak binder, WB) obtiveram um %rank abaixo de
2.0, enquanto os ligantes fortes (Strong binder, SB) obtiveram um %rank abaixo de 0.5
ou nao ligantes (Non binder, NB) obtém um %rank acima de 2.0 (Figura 5E).

Com base nesse sistema de classificagao, os pares de peptideos referéncia/mutados
que apresentaram uma transicao de classificacao a partir das mutagoes foram reclassifi-
cados com base na perda ou ganho de afinidade de ligagdo. As mutacgoes que fizeram
peptideos passar de ligantes fortes (SB) para ligantes fracos (WB) ou nao-ligantes (NB)
levam a classificagdo de uma leve perda (Weak loss) ou uma perda de ligacao (Loss),

respectivamente. Enquanto que mutacoes que causam um ganho de afinidade de ligacao
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de WB para SB ou de NB para SB foram consideradas como um leve ganho de ligacao

Weak gain ou Gain, respectivamente (Figura 5F e 6).

Figura 6 - Esquema demonstrando o conceito de perda (Loss) e ganho (Gain) de afinidade de

ligagao dos epitopos de referéncia e mutados.
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Fonte: Hamelin et al. (2022)

4.9 Andlise estatistica

O teste nao-paramétrico de Sinais de Wilcoxon foi aplicado para definir a signi-
ficancia estatistica entre os valores de %rank para peptideos de referéncia e mutantes em
relagdo a cada alelo analisado (Figura 5F). A amplitude de impacto de cada mutacao que
gerou perda na afinidade de ligagao foi analisada por meio da equagao (1), transformagao
log a partir do valor de %rank com mutacao normalizado em relacdo ao %rank de re-

feréncia:

%rankmutacdo

log,(Fold Change) = log,( )

%Tankreferéncia
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Os grupos alélicos detectados no Estudo Experimental foram organizados pela data
de admissao hospitalar e grupos alélicos que foram detectados em menos de 10 pacientes,
entre 2020 e 2021, foram agrupados em ”QOutros”. Os p-valores das comparagoes das
frequéncias de HLA-B entre os grupos foram obtidos por Teste Exato de Fisher ao nivel de
significancia adotado de 5% (p < 0.5). Quando mencionado, os p-valores foram ajustados

para multiplas comparacoes com o método de Bonferroni.

4.10 Modelo Estrutural

O modelo estrutural da glicoproteina spike (na forma clivada no sitio de clivagem
da furina) com uma ligagdo ao ACE2 foi utilizado a partir dos conjuntos de coordenadas
do PDB ID:7A94 (BENTON et al., 2020). O software Pymol (The PyMOL Molecular

Graphics System, v.2.2.0) foi empregado para visualizagao.

4.11 Ferramentas Computacionais

O pipeline foi construido com Nextflow v23.10.1.5891 e as diferentes etapas para
predicao da afinidade de ligagao foram executadas via Python 3.10, utilizando um script
adaptado a partir do pipeline nf-core/epitopeprediction v2.2.1 (MOHR et al., 2024). As
analises de dados e gréficos foram produzidos no software RStudio v2023.06.02 (R versao

4.4). Os cédigos e os dados estao disponiveis em github.com/chagas98/sarscovHLAFoz.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Diversidade genémica de SARS-CoV-2 em Foz do Iguagu - Parani/BR

No total, excluindo sequéncias de amostras ambientais, 640 sequéncias foram utili-
zadas nas analises. De acordo com a classificagao realizada pelo GISAID, foram detectadas
34 variantes em Foz do Iguagu/PR no periodo entre 01/01/2020 ¢ 01/01/2023. A quanti-
dade de genomas sequenciados foram 9 (1.5%), 265 (45.68%), 197 (33.96%) e 109 (18.7%)
para a primeira onda (Fev/2020 a Out/2020) , segunda onda (Nov/2020 a Dez/2021),
terceira onda (Jan/2022 a Mai/2022) e o segundo semestre de 2022, respectivamente (Fi-
gura TA).

Essa diversidade genomica contribui para compreender a prevaléncia das mutacoes
durante as ondas epidemiolégicas de SARS-CoV-2. Na cidade da triplice fronteira, a
primeira onda foi marcada pela presenca das variantes B.1.1.28 e B.1.1.33. A segunda onda
foi marcada pela predominancia das variantes P.2 (Zeta), P.1 (Gamma), P.1.7 (Gamma)
e sub-linhagens Delta (AY.101, AY.99.2, AY.46.3 e AY.122), respectivamente. A terceira
onda (Jan/2022 a Mai/2022) possuiu uma maior diversidade de variantes em relagao as
duas primeiras fases, sendo marcada majoritariamente pela circulacao de sub-linhagens
Omicron/ BA.1.* e BA.2.*. No segundo semestre de 2022, houve uma predominancia da
variante @micron/ BA.5.2.1 em relagao as demais variantes, assim como, uma diminui¢ao
no numero de genomas sequenciados.

As variantes Gamma e Zeta surgiram durante a segunda onda, com a variante
Gamma emergindo ao final do més de Novembro/2020, no municipio de Manaus/AM.
Enquanto a variante Zeta foi descrita em Outubro/2020, no municipio do Rio de Ja-
neiro/RJ. No entanto, estudos anteriores apresentam indicios do surgimento da variante
Zeta no estado do Parana ao final de Agosto/2020, tendo detecgoes originadas em diferen-
tes localidades da regiao Sul e Sudeste (FARIA et al., 2021; GIOVANETTTI et al., 2022).
Essa constatacao é similar com o comportamento epidemiolégico observado no municipio
de Foz do Iguagu, onde a Zeta foi detectada dois meses antes da Gamma (Figura 7A).

Ao final da segunda onda, as variantes Delta foram detectadas majoritariamente.
Com excecao da Venezuela e Guianas, paises da América do Sul nao tiveram uma res-
surgéncia com essas variantes (GRAF et al., 2024). No entanto, sua prevaléncia no sul

brasileiro foi notéria em relagao as demais linhagens, tendo indicios do surgimento da
AY.101 no Estado do Parand (ARANTES et al., 2022).
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Figura 7 - Diversidade de linhagens de SARS-CoV-2 em Foz do Iguagu/PR de Mar/2020 a
Dez/2022. (A) Prevaléncia relativa das linhagens ao longo dos meses, quadro su-
perior apresentando o nimero de genomas sequenciados, linhas superiores demons-
trando o periodo das ondas de acordo com estudos prévios (BASTOS et al., 2021;
GIOVANETTI et al., 2022; GRAF et al., 2024; MOURA et al., 2022); (B) perfil
alélico de pacientes do HMPGL obtido a partir do estudo experimental, quadro
superior apresentando o nimero de amostras sequenciadas. Meés correspondente a

data de deteccao/admissao.
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Fonte: O Autor (2024)

A composicao das variantes das duas primeiras ondas foi comparada de forma
indireta com o perfil alélico de pacientes admitidos no HMPGL. O estudo experimental
obteve o resultado de 74 amostras de pacientes COVID-19, sendo 27 coletados em 2020
e 47 coletados em 2021. O perfil alélico foi obtido para os genes de HLA-B em uma
resolucao baixa a nivel de grupos alélicos, amostras ou resultados com ambiguidades nao
foram tratados. Alelos que apresentaram um numero total de ocorréncias inferior a dez
foram agrupados em “Outros” (Figura 7B).

O B*07 apresentou diferenga significativa entre os anos de coleta (p = 0.02) e
ébitos (p = 0.004) em 2020 e 2021, esse dltimo sugerindo uma mudanga na ocorréncia

em pacientes com alta e 6bito (Tabela 1). Ja& o B*41 apresentou diferenga entre os
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Tabela 1 - Comparagoes entre as Frequéncias dos Grupos Alélicos.

Alelos p p.adj GI1! G2? Gl(n) G2(n) Outros 1l (n) Outros 2 (n)

B*41 0.052 1.0  Alta20 Obito20 5 0 23 26
B*07  0.020 0.47 2021 2020 5 10 89 44
B*07 0.004 0.1  Obito20 Obito21 7 1 19 41
1Grupo 1
2Grupo 2

Fonte: O Autor (2024)

desfechos para 2020, mas nao atingiu o limiar de significancia. Quando ajustado os
p-valores para multiplas comparagoes, no entanto, os p-valores perdem significancia. O
grupo alélico B*35 apresentou diferenca entre os desfechos de cada ano, mas nao foi
detectada significancia.

Além disso, quando comparadas as frequéncias relativas com as frequéncias cole-
tadas do REDOME;, o grupo alélico B*07 apresentou uma diferenca percentual evidente
entre 2020 (18%), 2021 (5%) e REDOME (7%).

5.2 Diversidade de mutacoes missense concentra-se em ORF1ab e spike

A partir das sequéncias genomicas, foram gerados 8.222 peptideos entre 10mers e
14mers proveniente das posigoes de 185 mutagoes tnicas identificadas. As regioes com
maior nimero de mutagoes missenses foi a ORF1ab (58), spike - S (56) ¢ Nucleocapsideo
- N (20), as regioes restantes tiveram menos de 10 mutagoes. No entanto, a glicoproteina
spike e as poliproteinas ORF1ab apresentaram maior nimero de mutagoes classificadas
em Loss, 4 e 3, respectivamente. Enquanto a proteina N apresentou uma tnica mutacao
com forte perda (Loss) de afinidade de ligagao (Figura 8A).

Além disso, a afinidade de ligagdo foi mensurada para cada agrupamento. No
entanto, como os epitopos nao mutados sao previstos como nao ligantes, essas mutagoes
nao foram comparadas com a lista de epitopos validados com alta afinidade de ligagao.
Ainda é necessario determinar experimentalmente se as mutacées do SARS-CoV-2 que
aumentam a afinidade dos epitopos ao HLA podem melhorar as respostas das células T

e auxiliar no controle do virus em pacientes com COVID-19.
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Figura 8 - Numero de mutagoes tinicas que levaram ao efeito de ( Weak) Gain ou (Weak) Loss
para (A) cada ORF, (B) cada variante e (C) cada alelo. A contagem considera os
efeitos para cada alelo predito. Figura B possui as variantes por ordem da primeira

deteccao na cidade de Foz de Iguagu de baixo para cima.
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Fonte: O Autor (2024)

Por outro lado, algumas regioes nao possuiram mutagoes com impacto negativo
na predicao de afinidade por epitopos. Por exemplo, o envelope apresentou uma tnica
mutacao e que nao causou qualquer impacto negativo nas analises de afinidade de ligacao,
a mutacao TII (posicao 9, T — 1) prevaleceu ao longo de 23 variantes. Estudos ante-
riores sugerem que essa mutagao pode estar relacionada a ineficiéncia do canal de ions
transmembrana do virus, reduzindo a cascata de sinalizacao intracelular, resultando em
uma diminui¢ao da producao citocinas e diminuicao da viruléncia. Esses fatores podem
ter contribuido pelo seu surgimento em Margo/2020 e prevaléncia ao longo das varian-
tes Alfa, Beta, Gamma e Delta em 0,20%, chegando a 100% de ocorréncia nas variantes
Omicron (XIA et al., 2022).

Em Foz do Iguagu, a mutacao T9I possivelmente foi introduzida através das va-
riantes Omicron (BA.*¥) e tiveram prevaléncia em variantes posteriores, de BA.1.1 até
BE.10. Essa tendéncia de prevaléncia pode ser observada na chegada de outras variantes
além da Omicron, as quais contribuiram para o aumento de epitopos mutados que tiveram
perda de afinidade de ligacao preditas, como no caso das variantes Gamma (P.1 + P.1.7),
Zeta (P.2), Delta (AY.101 + AY.99.2 + AY.46.3) (Figura 8B).

Em ORF1ab, as mutagoes com maior prevaléncia sao P323L/P4715L (34), as quais
sao provenientes da mutacao 14408C>U a nivel de nucleotideo. Esta mutagao resulta

em uma mutacao missense P4715L a nivel de aminoacidos da poliproteina ORFlab e
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aparece como mutagao P323L na enzima RNA-polimerase RNA-dependente (RdRp). Essa
mutagao teve uma perda suave na afinidade de ligacao em relagao ao alelos B*¥15:01, em
conformidade com os relatos da associacao dessa mutacao com casos severos e elevagao
na taxa de mortalidade (TOYOSHIMA et al., 2020).

Outras mutagoes com frequéncia significativa em ORF1ab, como S135R (13) e
P132H/P3395H (23) foram classificados como Loss, com as duas tltimas mutagoes levando
uma perda de epitopos B*07:02. Esse fato corrobora com anélises de bioinformatica
prévias, as quais sinalizam a perda de afinidade de epitopos em relacao aos alelos HLA-B7
supertype (HAMELIN et al., 2022). Na Figura 8C, é possivel observar uma tendéncia dos
alelos B*07:02 e B*27:02, principais representantes de HLA-B7 e HLA-B27, na perda de
afinidade de ligacao a partir de epitopos mutados, contendo o maior niimero de mutagoes
classificadas como Loss, respectivamente.

Em relacao a glicoproteina spike, a mutagao D614G apresentou maior frequéncia
em relacao a todas as mutacoes detectadas na cidade de Foz do Iguagu, ao total foram
34 variantes portadoras desta mutagao (Figura 9A). A D614G nao afetou a afinidade de
ligacao a partir das predicoes realizadas para os alelos de HLA-B, apesar da sua ocorréncia
estar ligada ao aumento da taxa de mortalidade, aumento do sinal de deteccao de RT-
qPCR devido a carga viral e predigoes relacionadas aos alelos HLA-A (HAMELIN et
al., 2022; KORBER et al., 2020; TOYOSHIMA et al., 2020). Por outro lado, epitopos
com mutagoes P681H (24), P681R (4), R346K (3) e R346T (2) apresentaram uma perda
significativa na afinidade de ligacao aos alelos B*27:05 e B*07:02 para as posicoes 681 e
346, respectivamente. Enquanto as mutacoes T95I (10) e V213G (14) foram classificadas

como Weak Loss em relacao a B*57:01 e B*38:01, respectivamente.
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Figura 9 - Distribuicao da posicao dos epitopos e suas variantes mutadas dos antigenos de
SARS-CoV-2 que circularam em Foz do Iguagu/PR. (A) Posigao das mutagoes ao
longo do genoma de SARS-CoV-2, mutagoes que ocorreram em mais de 20 variantes
estao destacadas em amarelo, mutagoes que foram classificadas como Gain, Loss e
Weak Loss estao destacadas em cinza escuro, vermelho e salmao, respectivamente;
(B) estrutura de um monoémero da spike ligado & ACE2. As posigoes das mutagoes

e regiao do FCS (680-690) estao destacadas em esferas vermelha e verde, respecti-

vamente.
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Fonte: O Autor (2024)

A mutagao P681R é exclusivamente carregada por variantes Delta, ja a mutagao
P681H surge a partir de variantes Omicron em conjunto com mutacao N679K (Figura
9C). Essas mutagoes ocorrem em uma posigao adjacente ao ao Sitio de Clivagem da Furina
(FCS, sigla em inglés) e aumentam o nimero de aminoécidos basicos, caracteristica crucial
para o reconhecimento pela furina (HARVEY et al., 2021). Além da perda da prolina que
afetam a apresentacao de epitopos associados a HLA-B7 supertype, mutagoes na posicao
681 também apresentaram resisténcia a beta interferon (IFN-3) e conferindo uma evasao

em relagdo ao sistema imune adaptativo e inato (HAMELIN et al., 2022; LISTA et al.,
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2022).

As mutagoes na posicao R346 surgiram de forma tardia, R346K e R346T foram
prevalentes em variantes BA.1.* e BA.4.6/BQ.1.1, respectivamente. Resultados experi-
mentais sugerem que essas mutacoes podem conferir uma resisténcia a neutralizacao por
anticorpos previamente identificados por atuarem em antigenos de SARS-CoV-2 (CAO
et al., 2022). A mutagao V213G surge de maneira tardia a partir de BA.2.* e a mutagao
T951 a partir da variante Delta AY.101 e prevalece ao longo das sub-linhagens Omicron
BA.1.*%.

A glicoproteina spike é essencial para a interagdo com a enzima de conversao de
angiotensina 2 (ACE2, sigla em inglés), expresso nas células hospedeiras, e é importante
para a transmissao viral, sendo uma regiao critica para prevaléncia de mutacoes missense
(HARVEY et al., 2021; PICCOLI et al., 2020; TOYOSHIMA et al., 2020). Na Figura 9B
e 9C, é possivel observar que o dominio de ligacao de receptor (Receptor Binding Domain
- RBD) acumula o maior numero de mutacoes em relagdo ao C-terminal e N-terminal,
regiao de maior contato com receptores ACE2.

De acordo com Piccoli et al. (2020), o RBD de SARS-CoV-2 ¢ imunodominante
em relacdo a quantidade total de anticorpos monoclonais elicitados, é alvo de 90% da
atividade neutralizante presente no soro ou plasma de individuos infectados e apresenta
dois sitios principais na neutralizacao da fusao do virus a células hospedeiras pela ligacao
ao ACE2. Além da regiao RBD, as variantes Omicron possuiram mutacoes conservadas
(H655Y, N679K e P681H) adjacente ao FCS, as quais potencializaram a clivagem da
proteina spike e a fusdo com a célula hospedeira (VIANA et al., 2022).

No entanto, ao contrario das variantes Alpha (P681H) e Delta (P681R), as mutagoes
em RBD e FCS nao foram determinantes para prevaléncia e alta transmissibilidade das
variantes Omicron. As mudangas genotipicas nas novas variantes do virus demonstra-
ram alterar o fendtipo viral, modulando as respostas imunes inatas e a evasao da resposta
imune adaptativa, além de modificar a funcionalidade da proteina spike, afetando a trans-
missao e a patogénese. (HARVEY et al., 2021; WILLETT et al., 2022). Segundo resul-
tados apresentados por Willett et al. (2022), variantes Omicron BA.1 e BA.2 mudaram
a preferéncia de via de entrada a célula hospedeira, utilizando um mecanismo de fusao
endossomica independente de TMPRSS2, principal protease transmembrana envolvida na
fusao do envelope viral.

Em Foz do Iguacu, além da D614G, P681* e H655Y que prevalecem na spike
de diferentes variantes, as mutacoes mais abundantes ocorreram ao longo da circulacao
de sub-linhagens Omicron, evidenciando a diversidade de mutagoes dessas linhagens que
geraram uma série de mecanismos fenotipicos adaptados para sua prevaléncia ao longo do
tempo. Apesar da mutacao D614G surgir amplamente nas variantes da primeira onda, a
segunda mutacao mais frequente H655Y ¢é compartilhada exclusivamente entre as variantes
Gamma P.1 e Omicron BA.1.1 (OU et al., 2022).
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5.3 Epitopos de B*07:02 apresentam maior perda na afinidade de ligagao

com mutagoes missense

A partir do pipeline desenvolvido, foram detectadas 23 epitopos mutados que apre-
sentaram impacto negativo nos valores de afinidade de ligagao preditos em relacao aos
alelos escolhidos de HLA-B. De acordo com a Figura 10A, as variantes apresentaram um
acimulo de mutagoes classificadas em Weak Loss/Loss ao longo do tempo. O surgimento
de mutagoes com perdas leves preditas teve maior concentragado em ORF1ab (Figura 10A

e 10B) e quando ocorreram efeitos negativos, mutagdes na proteina spike geraram um alto

impacto na afinidade de ligacao predita.

Figura 10 - Valores de Loga(Fold Change) para cada mutacao classificada em (Weak) Loss.

Mutacoes classificadas por (A) variantes e (B) por genes.
denadas de baixo para cima a partir da primeira data de deteccao em Foz do
Iguacu. Mutacoes que geraram Loss estao identificadas com alelo:mutacao:k-mer

e indicacao na lateral esquerda da onda epidemiolégica que ocorreu a primeira de-
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Tabela 2 - Mutagoes Loss epitopos associados ao alelo B*¥07:02 e B*27:05

Epitopo (Ref/mut) K-mers Gene Alelo Mutagao Log,(FC) FC' Num. de variantes

RP/HNFTIKGSFL 11 ORFlab B*07:02 P132H/P3395H 6.9 120.03 23
RP/HNFTIKGSF 10 ORFlab B*07:02 P132H/P3395H 6.7 104.34 23
SP/RRRARSVASQSI 13 S B*07:02 P681R 5.79 55.57 4
ATR/TFASVYAW 10 S B*27:05 R346T 5.75 53.98 2
TR/TFASVYAWNR 11 S B*27:05 R346T 5.43 43.23 2
SP/HRRARSVASQSI 13 S B*07:02 P681H 5.41 42.72 24
ATR/KFASVYAW 10 S B*27:05 R346K 3.79 13.85 3
TR/KFASVYAWNR 11 S B*27:05 R346K 3.62 12.36 3
IPARARVE/DCF 10 ORFlab B*07:02 E341D 1.37 2.58 2
GPQNQRNAP/LRITF 13 N B*07:02 P13L 1.34 2.54 24
QNQRNAP/LRITF 11 N B*27:05 P13L 0.56 1.47 24
ARLR/CAKHYVY 10 ORFlab B*27:05 R5716C/R392C 0.51 1.43 14
ARLR/CAKHYVY 10 ORFlab B*27:05 R5716C/R392C 0.51 1.43 14
RRIRGGDGKM/IK 11 N B*27:05 M1011 0.32 1.25 1

L Fold Change
Fonte: O Autor (2024)

Em relagao ao perfil de mutagoes Weak Loss/Loss de cada variante, é possivel
visualizar que foi diferente em cada periodo marcado pelas ondas epidemioldgicas. Como
apresentado na Figura 9A, variantes Gamma, Zeta e Delta marcam essa mudanca, seguida
pelas variantes Omicron. Curiosamente, as mutacoes nas primeiras variantes detectadas
e com menor magnitude de fold change concentram-se em grande parte na ORF1ab. Essa
regiao codifica proteinas nao estruturais envolvidas na replicacao viral e podem tolerar
mais mutacoes, pois estao envolvidas em processos que podem ser menos impactados por
mutagoes pontuais.

Os epitopos mutados classificados com perda apresentaram 1.1-fold a 120-fold de
diminuicao nos valores preditos em relacao a sequéncias de referéncia. Enquanto isso, os
epitopos que apresentaram maior amplitude (Log2(Fold Change) > 5), entre 34-fold a
120-fold), possuem prevaléncia a partir das variantes Gamma (P.1.7) e permanecem ao
longo das variantes Omicron. As perdas sao detectadas quando comparadas a epitopos
de referéncia B*07:02, seguido dos epitopos de B*27:05 (Figura 10B). O momento de
surgimento das mutacoes que atingem epitopos B*07:02 difere ao periodo de maior niimero
de pacientes internados que carregam o grupo alélico B*07 ao final da primeira onda,
segundo os dados experimentais.

A mutacao Prolina (P) — X e Arginina (R) — X afetam, majoritariamente, os va-
lores preditos para epitopos B¥07:02 e B*27:05, respectivamente. Especialmente, quando
localizado na posic¢ao ancora do epitopo, nesse caso, P2. Conforme visualizado na (Tabela
2), esse tipo de mutacao esta diretamente relacionada com o aumento da magnitude de
fold change. Dados similares foram apresentados em estudos anteriores, onde coletaram
dados genomicos globais de SARS-CoV-2 e verificaram o impacto negativo nesse tipo de
mutagao na apresentagao alélica de epitopos associados ao HLA-B7 supertype, mas um
impacto positivo foi apontado para HLA-B27 supertype (HAMELIN et al., 2022).

Em relacao a alta prevaléncia, os epitopos gerados pelas mutagoes P323L/P4715L
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(VLFSTVFPP/LTSF) do RdRp (ORF1ab) estao presentes no genoma de todas as varian-
tes que circularam em Foz do Iguacu, sendo a mutacao mais prevalente fora da regiao da
proteina spike e foi classificada como Weak Loss em relacao aos epitopos B*15:01. Estu-
dos anteriores apontam que a mutacao P323L favorece a estabilidade estrutural da nsp12
e afeta diretamente a sua funcao por meio da interacao da sua posicao com co-fatores
nsp7 e nsp8 - aumentando a taxa de mutagao no processo de tradugao (KIM et al., 2023;
KIRCHDOERFER; WARD, 2019). Além disso, observa-se uma coevolucao significativa
entre as mutacoes D614G e P323L, na qual a presenca isolada de G614 ou L323 nao ga-
nhou relevancia epidemioldgica. Em contrapartida, a combinagao dessas duas mutagoes
resultou em uma variante viral G/L que quase completamente substituiu a variante ori-
ginal D/P (ILMJA&RV et al., 2021).

Por fim, é possivel identificar que epitopos associados ao B*07:02 e B*27:05 obtive-
ram uma maior magnitude de fold change a partir do surgimento de mutagoes (Figura 11).
Apesar de dados in silico nao confirmarem o papel das mutagoes no escape imunogénico
de epitopos associados a B*27:05 como apontado para B*07:02, estudos experimentais

com células CD8+ corroboram com o impacto negativo de mutagoes em epitopos associ-
ados a ambos alelos (WELLINGTON et al., 2023).

Figura 11 - Comparagao entre a predigao da afinidade de ligagao em escala logaritmica (eixo
y) de epitopos com mutacoes e referéncia (eixo x) para cada alelo. Total Loss sao
todas as classificagoes Weak Loss e Loss e p-valores se encontram na parte superior

de cada quadro.

B*07:02 B*08:01 B*14:02 B*15:01
glg: — 1 —1 00079
§ 04 & e -~ [ SSS——
- " B*18:01 B*27:05 B*35:01 B*38:01
P — — &‘ 033 — 033
§ 0f - o S -
u{% o B*40:01 B*44:03 B*53:01 B*57:01
R E— — 1 1 _ 00079
Q0 - o -~ — o %

Mutécéo Referéncia Mut'agéo Referéncia Mut'at;éo Referéncia Mutécéo Referéncia

Efeito © Total Loss

Fonte: O Autor (2024)
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5.4 Implicagoes e limitacoes do estudo na regiao de fronteira

Ao final de 2020, o surgimento de Variantes de Interesse (VOI, sigla em inglés)

e Variantes de Preocupacao (VOC, sigla em inglés) gerou a ocorréncia de novas ondas
epidemioldgicas, apresentando perfil de transmissibilidade e patogénese diferente quando
comparada as variantes iniciais. A origem de mutagbes nas novas variantes com alta
prevaléncia instigaram buscar compreender seus impactos no escape do sistema imune
humano e considera-las fatores importantes durante o desenvolvimento de vacinas ou
guiando na decisao de politicas piblicas no combate ao virus.

O municipio de Foz do Iguagu estd localizado em uma &area de triplice fronteira
com potencial exportagao e importagao de novas variantes, ou seja, servindo como area es-
tratégica na contencao de ondas epidemiolédgicas causadas por novas variantes. Situada na
fronteira entre Brasil, Paraguai e Argentina, a cidade possui fronteiras terrestres entre os
trés paises e com uma atividade socioeconomica baseada no turismo e no transito comer-
cial aduaneiro. Durante a pandemia de COVID-19, a cidade contou com a flexibilizagao
de medidas de seguranca sanitaria, especialmente, a permanéncia do funcionamento de
hotéis, aeroporto, rodovidria e a reabertura das fronteiras (RIVAS et al., 2020).

Os laboratérios de deteccao molecular de SARS-CoV-2 foram empregados para re-
alizar um monitoramento de casos no municipio, localizados no Hospital Municipal Padre
Germano Lauck (HMPGL) e Hospital Ministro Costa Cavalcanti (HMCC). Os esforgos
na deteccao de casos de COVID-19 também se estenderam no rastreamento de variantes,
realizando coleta e sequenciamento de genomas de SARS-CoV-2 em diferentes periodos
epidemioldgicos. No inicio da pandemia, adicionalmente, a Universidade Federal da Inte-
gracao Latino-Americana (UNILA) apresentou um amplo estudo buscando compreender a
imunidade humoral e celular de casos assintomaticos no municipio (VIANA et al., 2021).

Apesar desses dados serem armazenados em bancos publicos, como o GISAID e
DATASUS, ou publicados em artigos cientificos em conjunto com dados de demais regioces
do Brasil, nao houve uma abordagem que examinasse a circulacao de variantes especifi-
camente no municipio (GIOVANETTT et al., 2022). Por isso, o presente trabalho buscou
relacionar estudos experimentais prévios sobre o perfil alélico de HLA-B de pacientes
admitidos na UTI e o perfil genémico de SARS-CoV-2 no mesmo periodo, empregando
ferramentas computacionais para destacar o panorama de mutagoes que prevaleceram na
cidade e que potencialmente puderam causar um impacto negativo no sistema de apre-
sentacao de antigenos humano.

Esse trabalho conseguiu caracterizar as ondas epidemiolédgicas, podendo descre-
ver a prevaléncia das variantes ao longo do tempo e suas respectivas mutagoes. Algo
importante para a vigilancia sanitaria na regiao de fronteira, visto que estudos mais ro-
bustos identificaram a exportagdo de novas variantes para o Paraguai (GIOVANETTI

et al., 2022). Quando comparado com o estudo conduzido por Giovanetti et al. (2022),
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é possivel identificar que a Figura 7 apresenta maior similaridade na distribuicao dos
periodos de surgimento e co-circulagao das variantes Zeta e Gamma entre Foz do Iguacu
e Paraguai, em comparagao com a distribuicao apresentada para o Brasil.

Na Figura 7, nota-se ainda que houve um maior nimero de pacientes que possuem
o grupo alélico B*07 admitidos na UTI e que vieram a ébito ao final da primeira onda,
periodo que havia maior presenca das variantes B.1.1.28 e B.1.1.33. Em contrapartida,
essas variantes nao apresentaram mutacoes que impactaram os epitopos de HLA-B*07:02
como reportado para variantes Omicron, conforme apresentado na Figura 9.

Estudos anteriores destacaram a reatividade cruzada de células T B*07:02+, obser-
vando que individuos nao infectados, mas portadores do alelo HLA-B*07:02, conseguem
reconhecer o peptideo N(105-113), e extremamente conservado, derivado do SARS-CoV-2
devido a presenca de células T reativas cruzadas que reconhecem o peptideo homédlogo
N(105-113) dos coronavirus OC43-CoV e HKU1-CoV. Além de estar associado com uma
menor progressao da infeccao e maior conservagao da eficiéncia antiviral pés-infecgao
(FRANCIS et al., 2021; PENG et al., 2022).

Essa discordancia com a literatura pode estar relacionada com as limitagoes do
estudo experimental, onde a genotipagem a partir do sequenciamento foi realizada manu-
almente, com baixa resolugao e nao realizou-se técnicas estatisticas robustas para estra-
tificagdo das amostras com base na idade, vacinagado (para pacientes de 2021), estilo de
vida dos pacientes e prevaléncia dos grupos alélicos na populagao local. Esse tltimo pode
justificar a alta presenca de pacientes portadores de B*07 e nenhum portador de B*27,
0s quais apresentam alta e baixa frequéncia populacional, respectivamente (Apéndice A).

Por outro lado, a andlise in silico evidenciou o impacto negativo das mutacoes
nas vias dependentes de HLA-B*07:02 e B*27:05, em concordancia com estudos experi-
mentais prévios (WELLINGTON et al., 2023). Adicionalmente, reproduziu resultados
sobre o impacto de posi¢oes de mutacoes determinantes na eficiéncia da apresentagao
de antigenos, conforme apontado nos valores preditos para P—X e R—X em epitopos
B*07:02 e B*27:05, respectivamente (HAMELIN et al., 2022).

Esses dados in silico podem direcionar tecnologias de vacinacao ou até mesmo,
quando relatados previamente, auxiliar na tomada de decisoes de politicas publicas sa-
nitarias quando somado a demais dados epidemioldgicos e clinicos da populacao local.
Em um estudo recente, pesquisadores demonstraram que determinados alelos HLA-II sao
determinantes na resposta humoral de individuos a partir da vacinagao, mas nao é o
determinante para predizer a resposta clinica e novos avancos da COVID-19 de forma
isolada e outros fatores devem ser considerados, especialmente, os haplétipos de HLA
(OLAFSDOTTIR et al., 2022).

Em Foz do Iguagu, Viana et al. (2022) conduziram um levantamento do perfil de
soroconversao e resposta imune celular, a partir de inquéritos sorolégicos, com individuos

assintomaticos ao longo do més de Maio a Setembro de 2020. Observou-se que, quando
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extrapolado a nivel de populacdo, é perdido 25% da capacidade de soroconversao anti-
SARS-CoV-2 em trés meses e uma diminuigao significativa em cinco meses para antigenos
provenientes da regiao RBD.

Cabe ressaltar que durante os tltimos inquéritos ja havia relatos da circulagao da
variante Zeta no Brasil, a qual ja carregava mutagoes na regiao spike e proximas ao RBD
(GIOVANETTTI et al., 2022). Mesmo nao necessitando de dados da dindmica mutacional
do virus, os resultados contrapuseram a politica de imunidade de rebanho defendida pelo
governo naquele momento (GURGEL, 2021; UNILA, 2020). Adicionalmente, indicando
também que as tecnologias de vacinagao possuem potencial risco de serem afetadas se nao
houver um olhar atento aos dados genomicos das variantes.

Contudo, o presente estudo in silico apresentou limitacoes computacionais, exi-
gindo a reducao do nimero de alelos escolhidos para as analises e concentrando-se apenas
no HLA-B; as predic¢oes foram conduzidas com mutagoes missense individuais, sem consi-
derar a soma de mutagoes ao longo das variantes; a abordagem buscou identificar apenas
a potencial perda na afinidade de ligacao a partir das mutagoes, no entanto, o ganho
pode ser mais elusivo para o desenvolvimento de novas tecnologias; e foram utilizadas as
classificagoes das variantes disponiveis no GISAID, mas classificagoes filogenéticas ad hoc
podem ser empregados para avaliar de melhor forma a dinamica populacional do virus na

cidade, assim como, obter maior acuracia na descoberta de novas mutagoes.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou o repertério das variantes de SARS-CoV-2 que
circularam no municipio de Foz do Iguagu-Parana e o panorama do impacto das mutagoes
em alelos HLA-B prevalentes na populacao local. Esse fluxo de analises fornece um método
bésico com possibilidade de aprimoramento e que pode ser empregado no estudo de outros
agentes infecciosos. Os presentes resultados podem auxiliar futuros estudos na area de
vigilancia genomica na regiao e contribuir para os aspectos da medicina personalizada,
oferecendo dados para o desenvolvimento de imunizantes com base no perfil genomico da

populacao local.
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APENDICE A - Frequéncia Relativa HLA-B
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A.1 Proporcgao relativa dos vinte alelos HLA-B mais frequentes na regiao
do Brasil, Estado do Parand e Curitiba/PR.
Brazil Mized AFND! Estado do Parand (REDOME)? Curitiba - Parand’
Alelos Proporcao Relativa | Alelos Proporgao Relativa Alelos | Proporcao Relativa
1 | B*07:02:01 0.087 B*35 0.121 B*07:02 0.082
2 B*18:01 0.051 B*44 0.107 B*44:03 0.077
3 | B*35:01 0.051 B*15 0.088 B*15:01 0.067
4 | B*51:01:01 0.051 B*51 0.086 B*51:01 0.058
5 | B*08:01 0.043 B*07 0.072 B*18:01 0.053
6 B*08:05 0.036 B*08 0.056 B*35:01 0.053
7 | B*44:03 0.036 B*18 0.053 B*38:01 0.038
8 B*39:01 0.029 B*14 0.05 B*08:01 0.034
9 B*44:02 0.029 B*40 0.049 B*49:01 0.034
10 | B*08:03 0.022 B*39 0.036 B*14:02 0.029
11| B*14:02 0.022 B*57 0.027 B*35:03 0.029
12 | B*15:01:01 0.022 B*27 0.026 B*39:01 0.029
13| B*35:02 0.022 B*38 0.026 B*44:02 0.029
14 | B*35:05 0.022 B*49 0.026 B*27:05 0.024
15 | B*38:01:01 0.022 B*52 0.022 B*35:02 0.024
16 | B*42:02 0.022 B*50 0.021 B*40:01 0.024
17 | B*53:01 0.022 B*13 0.019 B*53:01 0.024
18 | B*58:01 0.022 B*58 0.019 B*57:01 0.024
19 | B*78:01 0.022 B*53 0.017 B*13:02 0.019
20 | B*07:02:03 0.014 B*45 0.014 B*15:17 0.019

! Gonzalez-Galarza et al. (2020)
2 https://redome.inca.gov.br/

3 Castro et al. (2019)
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