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Predigdo in silico de epitopos antigénicos para produgdo de uma
vacina humana contra leishmaniose visceral

Por meio de andlises in silico, procurou-se identificar e selecionar epitopos de Leishmania infantum potencialmente capazes de disparar resposta imunogénica
para elaboragdo de uma vacina comercial contra a leishmaniose visceral humana. Realizou-se a selegdo de sequéncias para obtengdo de um banco de dados
especifico e, posteriormente, analisou-se a similaridade genética com complexo de espécies causadoras de Leishmaniose Visceral (LV). Foram selecionadas
sequéncias de interesse de L. infantum. Em seguida, fez-se a predigdo de estrutura secundaria das sequéncias proteicas e a obtengdo de epitopos reconhecidos
por célula B juntamente com sua predigdo de afinidade de epitopos por MHC de classe Il. Apds esse processo, fez-se a modelagem de estrutura terciaria das
proteinas para analise do modelo proteico gerado. Observou-se, pela andlise in silico, as proteinas desejaveis, e a partir de suas estruturas tridimensionais, foi
possivel chegar na predigdo dos epitopos conformacionais. Destaca-se, ainda, que a confiabilidade destes resultados carece de experimentos em bancadas.

Palavras-chave: Bioinformatica; Imundgeno; Leishmania infantum.

In silico prediction of antigenic epitopes for the production of a
human visceral leishmaniasis vaccine

Through in silico analyzes, we sought to identify and select Leishmania infantum epitopes potentially capable of triggering an immunogenic response to develop a
commercial vaccine against human visceral leishmaniasis. Sequences were selected to obtain a specific database and, afterwards, the genetic similarity with a
complex of species causing Visceral Leishmaniasis (LV) was analyzed. Sequences of interest of L. infantum were selected. Secondary structure prediction of protein
sequences and B cell recognized epitopes were predicted along with their prediction of MHC class Il epitope affinity. After this process, the tertiary protein structure
modeling was performed to analyze the generated protein model. By in silico analysis, the desirable proteins were observed, and from their three-dimensional
structures, it was possible to predict the conformational epitopes. It is also noteworthy that the reliability of these results require experiments on benches.
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INTRODUGAO

Em 1990, iniciou-se o Projeto Genoma Humano marcando o inicio da Era Gendmica, que segundo
Prosdocimi (2002), foi propiciada devido aos avancgos cientificos na biologia molecular e a evolugao dos
sequenciadores de cddigo genético. Isso gerou um grande volume de informacdes referentes ndo apenas ao
Genoma Humano, mas que também, se estendeu a diversos organismos (SANTOS et al., 2003).

Em meio a massiva quantidade de informacado obtida, surge a necessidade de buscar interpretagdes,
identificando a funcdo dos genes bem como sua relagdo na estrutura e funcionamento dos organismos.
Binneck (2004) propds uma metodologia que permitia organizar, manipular, analisar e interpretar esse
grande volume de informag¢des em tempo habil a partir dos bancos genémicos de forma a atender as
exigéncias do meio cientifico.

Nesse sentido Arbex et al. (2006), Lesk (2007) e Prosdocimi (2002) concordam que a bioinformatica
teve papel de destaque, pois além de suprir a necessidade vigente, permaneceu em constante evolugao,
ampliando a gama de ferramentas e recursos computacionais disponiveis ao meio cientifico, e de acordo com
Prosdocimi et el. (2004) e Verli (2014), este destaque foi alavancado pela facilitagdo do acesso a internet,
otimizacdo dos recursos computacionais (hardwares e softwares) e nao requerer altos investimentos
financeiros para sua utilizagdo. As ferramentas de bioinformatica buscam respostas através de algoritmos
computacionais que fazem o alinhamento das sequéncias e tracam similaridades gerando inferéncias
biolégicas como: filogenia, estrutura de proteinas, funcdo de dominios proteicos, comparagdes entre
genomas (intra e/ou interespecificos).

Diante das vantagens apresentadas, estes recursos mostram-se promissores em pesquisas
biomédicas. Outrossim, as pesquisas biomédicas sdo dispendiosas no quesito tempo e recursos financeiros
porque a partir das analises in silico é possivel selecionar e excluir elementos de acordo com sua relevancia
para a pesquisa de interesse. Portanto, diminuem o nimero de elementos candidatos aos testes in vivo que
demandam maior tempo e investimento (ARAUJO, 2008; TEUFEL, 2006).

No Brasil, a Agenda Nacional de Prioridades de Pesquisa em Saude (ANPPS) determina atencdo
prioritaria as doencas negligenciadas que inclui: dengue, Doencga de Chagas, esquistossomose, hanseniase,
leishmaniose, maldria e tuberculose. Este estudo terd enfoque na leishmaniose, que atualmente carece de
métodos diagndsticos com maior confiabilidade e especificidade de modo a diminuir as possibilidades de
reacdo cruzada com outras doengas causadas por parasitos da familia Trypanosomatidae (FREIRE et al.,
2009), disponibilizagao de novas drogas eficazes no tratamento e identificacdo de epitopos com capacidades
imunogénicas para o desenvolvimento de vacinas (SANTOS et al., 2013).

A bioinformatica trouxe avancgos nas areas gendmicas e protedmicas tornando-se uma metodologia
util no desenvolvimento de vacinas por meio dos métodos de vacinologia reversa e vacinas génicas (PINTO
et al., 2011). Dessa forma, o trabalho de andlises in silico de sequéncias de Leishmania infantum buscou-se
em bancos de dados gendémicos, baseando-se em similaridade genética, a selecdo de epitopos antigénicos

potencialmente capazes de disparar resposta imunogénica ao se ativar linfécitos B humanos e produzir
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células de meméria. Ao atender tais perspectivas, é possivel elaborar uma vacina comercial humana contra

a leishmaniose visceral.

MATERIAIS E METODOS

Buscou-se nucleotideos, ESTs, e genes de proteinas relevantes no GenBank™, utilizando-se o filtro
para a espécie Leishmania infantum JPCM5 (taxid:435248) de modo a obter-se um banco de dados especifico
de sequéncias para analise. A partir do banco de dados especifico foi realizado um alinhamento megablast
contra dados gendmicos de um complexo de espécies causadoras da leishmaniose visceral (LV) (taxid:38574).
Posteriormente obteve-se similaridades entre as sequéncias comparadas, separando-as através de filtros do
préprio GenBank™ as que mostraram similaridade significante ou alta similaridade (superior a 94%).

Apds agrupamento das sequéncias do complexo causador de LV em similaridade significante ou alta,
estas foram comparadas com informacdes de um banco de dados especifico contendo o genoma da L.
infantum, o GeneDB. Realizou-se um alinhamento TBLASTX para verificar quais sequéncias apareciam
conservadas em comum entre os dados do complexo de espécies causadores da LV (obtidas no GenBank™,
taxid:38574) e os dados de L. infantum presentes no GeneDB. Por meio das sequéncias que obtiveram
similaridade relevante, selecionou-se quais proteinas seriam submetidas para a predicdo da estrutura
secunddria das proteinas através da ferramenta PHD, retornando como resultados quais trechos da(s)
sequéncia(s) apresentam alfa-hélice, fita estendida ou randémica além de loops e alcas.

As proteinas selecionadas também foram submetidas a predicdo de epitopos reconhecidos por
linfécitos B humano pelo banco de dados do IEDB Analysis Resource, por meio de algoritmos que calculam:
hidrofilicidade, antigenicidade, flexibilidade e acessibilidade. Os epitopos de selecdo foram testados quanto
a afinidade de se ligarem a células de MHC-Il de humanos utilizando a ferramenta NetMHCIl do
disponibilizado por Center of Biological Sequence Analysis (CBS).

Para as sequencias proteicas de interesse usou-se a ferramenta SWISS-MODEL. Dessa maneira,
obteve-se a estrutura dimensional das proteinas (quando possivel, algumas ndo reconhecem homologia) e
obtencado dos resultados em arquivo de formato PDB. Para avaliagdo dos modelos proteicos gerados utilizou-

se a ferramenta Procheck disponibilizada em PDBsum_EBI, a fim de analisar a qualidade destes modelos.

RESULTADOS

A busca de sequéncias de proteinas relevantes realizada no GenBank™ para a Leishmania infantum
JPCM5 (taxid:435248) retornou: ESTs pesquisadas com as palavras-chave: Leishmania chagasi (13.678 itens),
Leishmania Infantum (14.025 itens ), MSP Leishmania (197 itens), antigen leishmania (11 itens), A2
leishmania (350 itens), elongation factor 2 leishmania (6 itens), S-adenosylhomocysteine hydrolase
leishmania (2 itens), enolase leishmania (463 itens), 14-3-3 protein-like protein leishmania (182 itens), L-PSP
leishmania (176 itens),reiske iron-sulfur protein precursor leishmania (19 itens), GTP-binding protein Rab1

leishmania (189 itens), peroxiredoxin leishmania (585 itens), HSP70 leishmania (2623 itens), co-chaperone
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grpe leishmania (243 itens), kmp11 leishmania (63 itens), PapLE22 leishmania (1 item), CpA leishmania (97
itens), CpB leishmania (186 itens).

Além desses, genes pesquisados com as palavras-chave: leishmania chagasi (8 itens), leishmania
infantum (13.852 itens), elongation factor 2 leishmania (339 itens), MSP leishmania (26 itens), antigen
leishmania (352 itens), a2 leishmania (41 itens), S-adenosylhomocystein hydrolase leishmania (8 itens),
enolase leishmania (14 itens), 14-3-3 protein-like-protein leishmania (22), metalopeptidase leishmania (85
itens), L-PSP leishmania (7 itens), reiske iron-sulfur protein precursor leishmania ( 6 itens), GTP-binding
protein Rab1l leishmania (31 itens), tryparedoxine leishmania (70 itens), peroxiredoxin leishmania (29 itens),
HSP70 leishmania (256 itens), co-chaperone grpe leishmania (11 itens), kmp11 leishmania (18 itens), PapLE22
leishmania (7 itens), cpA leishmania (4 itens), cpB leishmania (16 itens).

Por meio da sele¢do de sequéncias especificas, houve a formacdo do banco de dados mais restrito,
gue contém dados de proteinas com potencial de carregar epitopos imunogénicos. A proteina MSP é uma
proteina de superficie relacionada a viruléncia da Leishmania e inibienzimas formadoras do fagolisossoma;
proteina A2 é predominante nas formas amastigotas e conferem a sobrevivéncia em altas temperaturas no
interior do hospedeiro; elongation factor 2 envolvida na traducdo e elongacdo da cadeia polipeptidica no
ribossomo; S-adenosylhomocysteine hydrolase leishmania inibidor competitivo de processos intracelulares
de metilacdo e fator de viruléncia.

Enolase atua na transcricdo, migracdo de células, ativacdo de metalo-proteases e receptor de
plasminogénio; 14-3-3 protein-like protein leishmania controla metabolismo, controle da expressdo génica,
fatores de transcri¢do, resposta a stress, atividade apoptoética e morte celular; metalopeptidase leishmania
conhecido como fator de viruléncia em Leishmania major e Leishmania mexicana,; L-PSP leishmania atua em
conjunto com a metalopeptidase com funcdo da sobrevivéncia nas células do hospedeiro; reiske iron-sulfur
protein precursor leishmania participa no processo de sinalizagdo para programacdo de morte celular do
hospedeiro e atividade oxiredutase e ubiguitinacdo no citocromo-c; GTP-binding protein Rab1l leishmania
atua no controle e trafego da secrecdo de proteinas do parasito.

Em continuidade, tryparedoxine leishmania protege contra atividades oxidativas de resposta do
hospedeiro e encontra-se em maior volume nas espécies mais infectantes; peroxiredoxin fungao similar e em
conjunto com a tryparedoxine e também possui papel na diferenciagao celular e detoxificagcdo celular; HSP-
70 atua em resposta a choque térmico, regula crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo celular e sua
auséncia leva a diminuicdo na replicacdo e na viruléncia, co-chaperone grpe componente do complexo de
translocacdo de peptideos de membrana de mitocdndrias e enovelamento de proteinas junto a chaperonas.

Kmp-11 proteina de membrana da ordem Kinetoplastida, com fungdo da infectividade e viruléncia,
expressa em menor concentragdo nas amastigotas e em maior concentragdo nas promastigotas, confere
diminui¢do na viruléncia por meio de bloqueio realizado por anticorpos monoclonais anti-KMP-11; PapLE22
proteina nuclear de promastigota, na presenca de anticorpos especificos leva a reducdo de parasitos
circulantes em hospedeiro; Cpa e Cpb em organismos que tiveram infeccdo por Leishmania possuem

anticorpos anti-Cpa e anti-CpB sugerindo ser alvo importante de resposta imunoldgica.
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Partindo-se das sequéncias de interesse contidas no banco de dados especifico, se comparou os
alinhamentos entre as sequencias da L. infantum e o complexo de espécies causadoras de LV. Verificou-se
guais se mostravam conservadas indicando proteinas que possivelmente estejam envolvidas no processo de
infeccdo por parasitos causadores da doenca, que poderdo apresentar epitopos imunodominantes para
utilizagdo em testes de respostas imunogénica ao interagir com linfécitos B.

Por meio da similaridade retornada com o algoritmo BLAST foram obtidos os seguintes nimeros de
sequéncia com similaridade significante e alta similaridade, respectivamente: GP63 (91 e 18), A2 (49 e 21),
tryparedoxin (9 e 3), peroxiredoxin (24 e 14), HSP70 (1230 e 164), cystein peptidase (17 e 11), paplLe22 (226
e 214), CpA (30 e 9), CpB (146 e 62), LACK (58 e 57), Histone H1 (13 e 5) e LCR1 (17 e 11). Para as outras
proteinas que também estavam inclusas no banco de dados especifico ndo houve similaridade relevante
podendo indicar que ndo se trata de sequencias conservadas nas diferentes espécies de Leishmania. 1sso
levaria a resultados insatisfatérios porque obteria epitopos restritos a determinada espécie, ou entdo, sdo
dados que ainda carecem de mais analises comparativas e/ou sequenciamento e anotac¢do dos genes dentre
as diferentes espécies que constituem o complexo.

Em relagdo as informacgdes que obtiveram similaridade desejavel pode-se dizer que sao plausiveis de
indicar que estejam conservadas nas diferentes espécies envolvidas na LV. Deste modo, sendo util na busca
de epitopos em suas estruturas, pois ha potencial de se comportarem como antigenos universais devido ao
seu carater imunogénico, abarcar as diferentes amostras de protozoarios envolvidos na etiologia da doenga.

As sequéncias de proteinas selecionadas e obtidas apés disparo com o Gene DB foram submetidas a
ferramenta PHD (figura 1) para predizer a estrutura secundaria de proteinas, definindo regides de alfa-hélice,
fita estendida e randomica (tabela 1). Essa ferramenta baseia-se pelo principio de predicdo definido como
ab-initio, que a partir da sequéncia de aminodacidos fundamenta-se em leis fisicas e moleculares. Tal
fendbmeno gera a predicdo do comportamento dos aminoacidos analisados para formar a estrutura proteica
secundaria. Com excec¢do da PapLE22 e da LCR1 que tiveram prevaléncia de alfa-hélices, todas as outras

mostraram prevalentes em estruturas randémicas (tabela 1).

10 z? 3e cula S8 E‘T 7@ PROTEINA ALFA-HELICE ESTENDIDA RANDOMICA
| I | |
MSVDSSSTHRHRSVAARLVRLAAAGAAY TAAVG T AAAMHAHAGAVQHRC THDAMQARVRQSVARHHTAPGA GP63 48,67% 19,50% 31,83%
RHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHR B b - R HHHHHHH HHHHHHHHH = A2 0 46.00% 54.00%

VSAVGLPYVTLDTAAAADRRPGSAPTVVRAANWGALRIAVST EDLTDPAYHCARVGQRVNNHAGATATCT U U
Ee hhHHHHHhh hhhehhhhhceEEEEes hhHHHHK - hhHhhhhhHhhhe Tryparedoxin 29,66% 24,83% 45,51%
AEDILTDEKRDILVKYLIPQALQLHTERLKVRQVQDKIWNY TGMVDE ICGDFKVPPAHITEGF SNTDFVMY = . =
hhHHRHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHhhhhhhheceseecehhhh = <EEE I'—’mlmm 26,55% 20,80% 52,65%
YASVREEEGYLARNTT COVFADEHRAEN TN RARNT A=RYD0 VSRVTTHEN AL GRS GTPRTETLLY IHSP70 35.60% 17.80% 46.60%
EEe hhhh, eEEEe hhHHhhhheeseseeHHHHhhh hhHHHEHHRhH
TQMMNTRGKDFNVSVINS STAVAKAREQYGCDTL EY L ETEDOGGAGSAGSHTKMRNAKDELMAP AAAAGY Cystein peptidase 38,11% 17,75% 44,14%
HHHHHHh EEEE < ChHHHHHHHHH hhhheees hhh - hHHHHHHHHHHHHHHH 0 S 3
YSALTMALFODLGFYQADF SKAEVHPRGRNAGCAF LS ERNITKWPAMFCNENEVTMRCPTSRLIMVG PapLE22 73,10% 13,71% 13,19%
HHHHHHHHHHHhhhe=s ses hHHHHHHHHHHR sea(i(eEEEECC(eEEEEe CpA 20.62% 33.90% 45.48%
TCGIRuYSTPF_a_Y'n.IQVFTNASLGGYSF’FLDYCPF\:IGYSDCSCNQDASLAF\GF SAFNVFSDAARCIDG - — <

eecE e hh HHHHHHHBHR hhe - hhHHHEHHHR CpB 32,73% 24,60% 42,67%
AFRPKNRTAANGYYAG _AN\;RFDT:&T MDYV L TVSSHFEEubZéICPP\’Z‘ [tack 14.74% 21.67% 43.59%
EV CQ:INT"KGA:ﬁFl\GDSDSSSSAG : LHALVVILLLLTCP I"gtone h1 19,84% 34,52% 45,64%
WHCCKFGGLPT ILCR1 51,65% 6,58% 41,77%
hhh

Figura 1: Predic3o da estrutura secundéaria da proteina Figura 2: Resultado da ferramenta de predicdo de

GP63 pela ferramenta PHD, alfa-hélice (azul), fita estrutura secundaria PHD.
estendida (vermelha) e randémica (amarela).

Visando inferir o potencial antigénico das proteinas selecionadas a ferramenta IEDB Analysis
Resource (Figura 3) foi utilizada a partir de calculos de acessibilidade, antigenicidade, flexibilidade e
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hidrofilicidade chegar a regides com potencial de se apresentar como um epitopo linear imunogénico. Assim

posteriormente pode ser empregado no desenvolvimento de antigenos quiméricos com capacidade de

reconhecimento por linfécitos B e, consequentemente, ser um candidato a uso em vacinas. Na predicdo de

acessibilidade uma pontuacdo maxima de: GP63 (6,965); A2 (4,176); tryparedoxin (4,610); peroredoxin

(7,056); HSP70 (5,474); Cystein peptidase (8,062); PapLE22 (8,120); CpA (5,918); CpB (8,929); LACK (4,565);

Histone H1 (4,017) e LCR1 (6,938).

Center position: 4 Window size:7 Threshold:0 077

Recalculate |

—— Threshold

Average: 0.078 Minimum:-2.132 Maximum: 2.544

L. L el Lo
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
Position

Figura 3: Andlise de acessibilidade da proteina CpB pelo IEDB.

Para a predicdo de antigenicidade: GP63 (1,256); A2 (1,349), tryparedoxin (1,150); peroxiredoxin

(1,236), HSP70 (1,250); cystein peptidase (1,254), PapLE22 (1,233); CpA (1,262); CpB (1,342); LACK (1,220);

Histone H1 (1,331) e LCR1 (1,242). Para a predicdo de flexibilidade: GP63(1,129), A2 (1,086); tryparedoxin

(1,088); peroxiredoxin (1,095); HSP70 (1,129); cystein peptidase (1,109); PapLE22 (1,101); CpA (1,094); CpB

(1,138); LACK (1,089); histone H1 (1,103) e LCR1 (1,135). Para a predigdo de Hidrofilicidade: GP63 (7,500); A2

(4,171); tryparedoxin (6,486); peroxiredoxin (6,386); HSP70 (7,543); cystein peptidase (7,943); PaplLE22

(5,829); CpA (6,757); CpB (7,229); LACK (6,186); histone H1 (5,357) e LCR1 (7,171). A partir da comparag¢do

dos dados acimas foram selecionados epitopos lineares pelo Bepipred do /EDB, que resultou na figura 4.

Figura 4: Quadro de peptideos selecionados como epitopos linear das proteinas de interesse.

565 597| ANVKGAKDFAGDSDSSSSAGDAADRAAMQRWND

513 527|CDTATRTYSVQVRGS

123 155|VGPQAVGPQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGP

89 106(LSVGPQSVGPLSVGPQAV

QYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTTKAGEFF

VNTPRKKGGLGE

609 628 KYEADDRAQRDRVEAKNGLE

637/ 656| TLGDSNVSGKLDDSDKATLN

668 684 SNQEATKEEYEHKQKEL

232 247|YFNDSQRQATKDAGTI

63 92|AAAVTKRTIVTSPEDVTASMDRAYESVRPC
3 24|AIAKEFKGLTTKDVVTWRRPVA

145 169(APVAYEKKQNEIEHAVQQVRAYADK

46 62|KKRHGKPFGEDAEEGRR

186/ 195(NIDDGCNGGL
207 238|HNGTVPTEDSYPYTSAGGTRPPCHDNGTVGAK
244 266|SLPHDEEEIAAYVGKNGPVAVAV
108 148| AKQHAGQHYRKARADLSAVPDAVDWREKGAVTPVKNQGACG
335 361|PVSAHVPRSLTPGPGTESEERAPKRVT

18 39|RCHAPISSAPRTRVCVGSSSFP
150/ 164|CTSEGTPIRDSFQNL
166/ 175|RSLAQSYAAM

Na verificagdo de afinidade dos epitopos em relagao a capacidade de se ligarem a células MHC-II por

meio da NethMHCII foi delimitado a utilizacdo de 15 alelos. A ferramenta retorna quando ha valores de
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afinidade significativo e o nivel de ligacdo, classificando-as em ligacao forte (SB) e ligacdo fraca (WB). Foi
obtido como resultados de ligacdo forte os seguintes epitopos e as com liga¢des fracas foram descartadas. A

figura 5 traz os grupos GP63, Peroxiredoxin, HSP70, PapLE22, CpA, CpB e Histone H1, respectivamente.

Allele pos peptide core 1-logsek(aff) affinity(nM)  %Rank Tdentity Bind Level Allele pos peptide core 1-1og5ek(aff) affinity(nM)  ¥Rank Identity Bind Level
HLA-DRB16101 6 RTYSVQVRGSANVKG SVQVRGSAN 0.6432 a7.5  32.00 Sequence 58 HL Sequence B
Tdentity:Bind Level allele pos peptide core 1-logsek(aff) affinity(nM)  ¥Rank Identity Bind Level

DRE16181 66 EETAAYVGKNGPVAY YVGKNGPVA 06614 a3 " soquence sB HLA-DRB181@1 18 ASHDRAYESVRPCAT YESVRPCAT 0.6678 36.4 32,00 Sequence S8
s e e G Gile aea S iione = HLA-DRB101@1 19 SHMDRAYESVRPCAIA YESVRPCAT 0.7282 8.8 16.00 sequence s8
—— HLA-DRB10181 20 MDRAYESVRPCAIAK YESVRPCAT 0.7715 1.8 8.00 Sequence S8

My g e 1omeern s ettty o | [1A0000 3 owewomuc yewror oo 02 sm emee
HLA-DRB18181 28 TPIRDSFQNLRSLAQ FQHLRSLAQ @.7737 11.6 8.00 Sequence SEB HLA-DRB18181 23 AYESVRPCAIAKEFK YESVRPCAL 8.7153 21.8 16.88 Sequence 5B
HLA-DRB18101 29 PIRDSFQNLRSLAQS FQNLRSLAQ ©.8005 8.7 8.00 Sequence B HLA-DRE11@1 24 YESVRPCAIAKEFKG YESVRPCAL .6610 39.2 32,00 Sequence 58
HLA-DRB18161 38 IRDSFONLRSLAQSY FQNLRSLAQ .8281 6.4 2.00 Sequence B HLA-DRB10101 31 AIAKEFKGLTTKDW FKGLTTKDV .6811 31,5 32,00 Sequence 58
HLA-DRB16101 31 RDSFQNLRSLAQSYA FQNLRSLAQ @.8443 5.4 2.00 Sequence B HLA-DRB161@1 32 TAKEFKGLTTKDUVT FKGLTTKDV 0.7468 15.6  16.00 Sequence 5B
HLA-DRB18161 32 DSFQNLRSLAQSYAA FONLRSLAQ 2.8151 7.4 1.00 Sequence B HLA-DRB181@1 33 AKEFKGLTTKDVVTH FKGLTTKDV .8061 8.1 8.00 Sequence sB
HLA-DRB1G181 33  SFQNLRSLAQSYAAM LRSLAQSVA ©.5312 5.2 4.00 Sequence B HLA-DRB18191 34 KEFKGLTTKDWTWR FKGLTTKDV ©.7786 1.8 8.00 Sequence sB
HLA-DRB10181 35 EFKGLTTKDWTWRR FKGLTTKDV 6.7345 17.7  16.00 Sequence S8

= HLA-DRB1011 36 FKGLTTKDVVTWRRP FKGLTTKDV 0.7083 23,5 16.00 Sequence 56

Identity Bind Level HLA-DRB18181 41 TKDVVTHRRPVAAPY WRRPVAAPY 8.6720 3.8 32.00 Sequence SB

= HLA-DRB1011 42 KDVVTWRRPVAAPVA WRRPVAAPY .7405 6.6  16.00 Sequence 58

HLA-DRB19161 54 QKELYFNDSQRQATK LYFNDSQRQ 0.6836 30.7  32.e0 Sequence s8 HLA-DRB16161 43 DVWTWRRPVAAPVAY WRRPVAAPY ©.7947 9.2 5.00 Sequence 58
HLA-DRB10101 44 VVTWRRPVAAPVAYE WRRPVAAPY 0.8104 7.8 4.00 Sequence sB

HLA-DRE1011 45 VTWRRPVAAPVAYEK WRRPVAAPY 0.7879 9.9 8.00 Sequence S8

HLA-DRB10181 45 TWRRPVAAPVAYEKK WRRPVAAPY 0.7437 6.8 16.00 Sequence B

HLA-DRB10121 47 WRRPVAAPVAYEKKQ WRRPVASPY 9.6951 27.1 _ 16.00 Sequence 58

Allele pos peptide core 1-logSek(aff) affinity(nt)  %Rank Identity Bind Level

HLA-DRE10181 3 QHAGOHYRKARADLS VRKARADLS 0.7785 1.0 8.00 Sequence 58

HLA-DRE18181 4 HAGQHVRKARADLSA YRKARADLS 0.8203 7.0 4.00 Sequence 58

HLA-DRE10181 5 AGQHYRKARADLSAV VRKARADLS ©.8501 5.1 1.25 Sequence s8

HLA-DRB16181 6 GOHYRKARADLSAVP VRKARADLS ©0.8452 5.3 2.00 Sequence B

HLA-DRB18181 7 QHYRKARADLSAVPD YRKARADLS ©.8265 6.5 4.00 Sequence S8

HLA-DRE10181 & HYRKARADLSAVPDA YRKARADLS 0.7942 9.3 8.00 Sequence B

HLA-DRE10181 5 YRKARADLSAVPDAV _VRKARADLS ©.7488 151 16.80 Sequence sB

Figura 5: Grupos GP63, Peroxiredoxin, HSP70, PapLE22, CpA, CpB e Histone H1, respectivamente.

Baseando-se na estrutura secundaria, a ferramenta SWISS-MODEL faz a modelagem da estrutura
tercidria (tridimensional) a partir do método por homologia. Por meio da estrutura terciaria de uma proteina
ja conhecida, o algoritmo realiza comparagdes para resultar na modelagem tridimensional da proteina de
interesse. O conhecimento destas estruturas mais complexas é fundamental, pois serve de alicerce para a
identificacdo de epitopos conformacionais, os quais sdo maioria de epitopos de linfécitos B. Além disso,
carrega informagdes sobre a complexidade quimica que refletirdo na imunogenicidade. Os modelos

retornados pelo SWISS-MODEL, conforme se vé nas figuras 6, 7 e 8.

Figura 6: Modelo 3D da proteina GP63 (esquerda) e Figura 7: Modelo 3D da proteina HSP70 (esquerda) e
peroxiredoxin (direita). CpB (direita).

Figura 8: Modelo 3D da histone H1.
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Para verificacdo da qualidade dos modelos preditos, eles foram submetidos a ferramenta Procheck,
disponibilizada em PDBsum_EBI, que realiza comparagdes com os conteudos do PDB, e resultaram em
resultados graficos Ramachandran. Para a proteina GP63, foram identificados 126 residuos (com excec¢do de
glicina e prolina) distribuidos da seguinte forma: 88,1% em regides mais favoraveis, 11,1% em regiGes
adicionais mais permissivas (figura 9).

Para a proteina peroxiredoxin, foram identificados 1452 residuos (com excecdo de glicina e prolina)
distribuidos da seguinte forma: 92,3% em regiGes mais favordveis, 7,3% em regiGes adicionais mais
permissivas (figura 10). Para a proteina HSP70, foram identificados 338 residuos (com excec¢do de glicina e
prolina) distribuidos da seguinte forma: 88,8% em regides mais favoraveis, 35% em regides adicionais mais
permissivas, 0,9% regides permissivas (figura 11).

Para a proteina CpB, foram identificados 265 residuos (com excec¢do de glicina e prolina) distribuidos
da seguinte forma: 84,2% em regides mais favoraveis, 13,6% em regiGes adicionais mais permissivas, 0,4%
regides permissivas e 1,9% em ndo permissivas (figura 12). Para a proteina histone H1 foram identificados
207residuos (com excecdo de glicina e prolina) distribuidos da seguinte forma: 85,5% em regiGes mais
favoraveis, 10,6% em regides adicionais mais permissivas, 2,4% regiGes permissivas e 1,4% em nado

permissivas (figura 13).
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Figura 9: Grafico de Ramachandran para a proteina GP63,
regido mais favoravel (A, B, L), adicionais mais permissivas (a,
b, 1), permissivas (~a, ~b, ~I, ~p) e ndo permissivas (bege),
quadrados azuis significam a distribui¢do dos residuos.

Figura 10: Grafico de Ramachandran para a proteina
peroxiredoxin, regido mais favoravel (A, B, L), adicionais mais
permissivas (a, b, 1), permissivas (~a, ~b, ~I, ~p) e ndo
permissivas (bege), quadrados azuis significam a distribuigdo
dos residuos.
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Figura 11: Gréfico de Ramachandran para a proteina HSP70,
regido mais favoravel (A, B, L), adicionais mais permissivas (a,
b, 1), permissivas (~a, ~b, ~I, ~p) e ndo permissivas (bege),
quadrados azuis significam a distribui¢cdo dos residuos.
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Figura 12: Gréfico de Ramachandran para a proteina CpB,
regido mais favoravel (A, B, L), adicionais mais permissivas (a,
b, 1), permissivas (~a, ~b, ~I, ~p) e ndo permissivas (bege),
quadrados azuis significam a distribui¢cdo dos residuos.
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Figura 13: Grafico de Ramachandran para a proteina histone H1, regido mais favoravel (A, B, L), adicionais mais
permissivas (a, b, 1), permissivas (~a, ~b, ~I, ~p) e ndo permissivas (bege), quadrados azuis significam a distribuicdo dos
residuos.

DISCUSSAO

Por meio dos alinhamentos de sequéncias por algoritmos BLAST, tornou-se possivel obter sequéncias
conservadas de diferentes espécies de Leishmania. Estas relacionadas com a leishmaniose visceral.
Apresentando sequencias representativas ao serem disparadas contra o banco de dados GenBank e
demonstrando altos indices de similaridade. Tais informacdes foram representativas de proteinas
consideradas potencialmente imunogénicas. A analise in silico das proteinas elegidas tornou capaz a predicédo
de epitopos lineares que computacionalmente apresentaram-se relevantes por servirem de alicerce na
identificacdo de antigenos capazes de disparar resposta imunogénica ao se ligarem a linfécitos B humanos e
produzir células de memdrias. Esse cendrio é desejdvel ao se buscar fragmentos proteicos candidatos a
elaboragdo de vacinas.

Neste estudo as proteinas que alcangaram resultados das analises in silico mais desejaveis foram a:
GP63, peroxiredoxin, HSP70, CpB e Histone H1. Sabendo-se que a maioria dos epitopos de linfécitos B sdo
conformacionais, foi realizada a modelagem comparativa da estrutura tercidria destas proteinas que
apresentaram representatividade aceitavel segundo os diagramas de Ramachandran. Porém estas carecem
de maiores estudos a partir da sua estrutura tridimensional para se chegar na predicdo dos epitopos

conformacionais.

CONCLUSOES

As proteinas que ndo conseguiram atingir as perspectivas minimas na obtencdo de antigenos de
interesse ndao devem ser descartadas, pois podem ser submetidas a outras ferramentas e metodologias de
bioinformatica. Os resultados in silico por meio das possibilidades de predi¢es e simula¢des apresentam boa
confiabilidade, agilidade na obtencdo das informagdes e sdo feitos por um método barato. Porém, é

importante destacar que a confiabilidade destes resultados carece de experimentos em bancadas.
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