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RESUMO

Objetivo: Analisar, in silico, epitopos potenciais das proteinas H11 e Hc23 do
Haemonchus contortus por meio de ferramentas de bioinforméatica, com maior
imunogenicidade para design de vacina contra hemoncose. Método: As sequéncias das
proteinas foram submetidas a servidores e softwares de predicdo de epitopos de células B e T.
Resultados: Foram obtidos diversos epitopos, destes selecionadas 4 sequéncias de peptideos
para H11 (TYYFTRKAFDTSEKPGKDDTGGKDKDNSPSAAELLLPSNIKPLSY,
TDVEGPDGKPMRTTEFASQWTTQMGFPVISVAEFNSTTLKLTQSRYKANKDAVERE
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KYRHPK, LKPM
YEKSSIDFIANNYRNDKLFFQINLQKDVIDMFCALGSQDCRKKYKKLFDDEVMNKCR
DGQAATECVRIA, TSGIRSQQQIDQLKNLQKNGMNARQFGAFDKAIERAQNRVDWIK
KHFQKL) e 1 para Hc23 (LLPPPVRKAPEEVQEQFRKIINDKTIPVEEKHKKMNELAQ
KVLTGDNLKEYNEFTAHIEDRHKAVKAATLSPEAKAA) que continham maiores escores,
e que apresentaram localizacdo acessivel na estrutura tridimensional das proteinas com
potencial de induzir resposta imune. Conclusdo: Neste estudo foi possivel determinar as
sequéncias peptidicas mais imunogénicas das proteinas H11 e Hc23 do Haemonchus contortus
que as caracterizam como antigenos protetores. A comprovacao dos epitopos obtidos deve ser
realizada em experimentos para avaliar a resposta imune in vivo, e assim verificar a
possibilidade do uso na producdo de vacinas contra a hemoncose, trazendo beneficios para a

cadeia produtiva bem como para 0 meio ambiente.

Palavras-chave: Hemoncose; Vacinologia; Biologia computacional; Determinante antigénico.

ABSTRACT

Objective: To analyze, in silico, potential epitopes of the H11 and Hc23 proteins of
Haemonchus contortus using bioinformatics tools, with greater immunogenicity for designing
a vaccine against hemoncosis. Method: Protein sequences were submitted to B and T cell
epitope prediction servers and software. Results: Several epitopes were obtained, of which 4
peptide sequences for H11l were selected (TYYFTRKAFDTSEKPGKDDTGG
KDKDNSPSAAELLLPSNIKPLSY, TDVEGPDGKPMRTTEFASQWTTQMGFPVISVAEF
NSTTLKLTQSRYKANKDAVEREKYRHPK, LKPMYEKSSIDFIANNYRNDKLFFQINL
QKDVIDMFCALGSQDCRKKYKKLFDDEVMNKCRDGQAATECVRIA, TSGIRSQQQI
DQLKNLQKNGMNARQFGAFDKAIERAQNRVDWIKKHFQKL) and 1 for Hc23
(LLPPPVRKAPEEVQEQFRKIINDKTIPVEEKHKKMNELAQKVLTGDNLKEYNEFTAH
IEDRHKAVKAATLSPEAKAA) which had higher scores, and which showed an accessible
location in the three-dimensional structure of proteins with the potential to induce an immune
response. Conclusion: In this study, it was possible to determine the most immunogenic peptide

sequences of the Haemonchus contortus H11 and Hc23 proteins that characterize them as

Unimontes Cientifica, Montes Claros (MG), Brasil, v. 25, n. 1, p. 1-17, jan/jun. 2023 2



protective antigens. The confirmation of the epitopes obtained must be carried out in
experiments to evaluate the immune response in vivo, and thus verify the possibility of using it
in the production of vaccines against hemoncosis, bringing benefits to the production chain as

well as to the environment.

Keywords: Haemonchiasis; Vaccinology; Computational biology; Antigenic determinant.

INTRODUCAO

O Haemonchus contortus € um nematoide gastrointestinal hematéfago causador da
Hemoncose, uma doenca parasitaria de ruminantes que acomete em grande parte ovinos e
caprinos. Fica alojado no abomaso de ruminantes e sua infecgdo gera sintomas como edema
submandibular ou papeira que ¢ uma inflamacdo de aspecto mole sob a pele embaixo da
mandibula, anemia severa, perda de apetite e peso, gerando desidratacdo e o falecimento do
ovino ou caprino 1-6.

Esta patologia gastrintestinal tem grande importancia na producgéo de caprinos e ovinos
em diversas regides, pois é fator limitante a atividade pecuaria, podendo chegar a inviabilizar
as cadeias produtivas 2,7,8.

O Haemonchus contortus tem um ciclo evolutivo direto, com uma fase parasitaria e uma
fase no ambiente. A fase no ambiente, faz com que ocorra disseminacgdo do parasito no rebanho
devido a ingestdo do pasto contaminado. O verme € um organismo dificil de ser eliminado
totalmente tanto do ambiente quanto no animal 6, 9,10.

Entre as possiveis alternativas de controle do nematoide esta o uso de vacinas. Estudos
recentes se baseiam no desenvolvimento e validagcdo de vacinas que podem trazer grandes
beneficios para a cadeia produtiva e para 0 meio ambiente sendo uma medida eficaz contra esse
parasito 11.

Proteinas integrais do trato digestivo deste nematoide vem sendo utilizadas na producgéo
de imunizantes devido suas propriedades imunogénicas, como a proteina H11, um complexo
com massa molecular de 110 kDa, expressado exclusivamente nas microvilosidades intestinais
de Haemonchus. trata-se de um antigeno oculto e sendo o H. contortus um parasito hematéfago,

a H11 torna-se uma estrutura com potencial para receber anticorpos ap6s alimentacdo de
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sangue. Os anticorpos dirigidos contra a H11 podem ser capazes de causar danos e/ou
neutralizar as enzimas que atuam no processo digestério dos helmintos adultos,
consequentemente poderdo causar alteragdes nas estruturas do parasito acarretando na morte
por inanicdo 11-13.

Outra proteina Hc23 tém o efeito imunizante contra a hemoncose experimental, esta
proteina € um componente abundante em uma fracéo de baixo peso molecular de 23 KDa, e faz
parte das proteinas somaticas de Haemonchus contortus adulto. Sendo assim, podem ser
utilizadas no design de imunizantes para ovinos e caprinos 14.

Para o desenvolvimento de uma vacina a identificacdo de determinantes antigénicos
(epitopos) é uma etapa importante que pode ser realizada com estudos in silico das proteinas de
interesse utilizando as ferramentas de bioinformatica. O uso da bioinformatica para
identificacdo de epitopos permite auxiliar e orientar os métodos experimentais alem de
proporcionar informaces bio/fisico-quimicas e evolutivas dos mesmos. Além disso, através da
bioinformatica é possivel conhecer a estrutura tridimensional (3D) de proteinas e com isso
buscar por sequéncias de aminoacidos da proteina que apresentem maior imunogenicidade 15-
17.

O objetivo do estudo foi analisar as sequéncias das proteinas H11 e Hc23 do H.
contortus, por meio de ferramentas de bioinformatica em busca de potenciais epitopos in silico,

com maior imunogenicidade para design de vacina contra Haemonchus contortus.

METODO

Obtencdo das sequéncias proteicas

Para obtencdo da sequéncia das proteinas foi utilizado o site do National Center for
Biotechnology Information (CNBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e o site da Universal
Protein Resource (UniProt) (https://www.uniprot.org/), que contém recursos abrangentes de

sequéncias proteicas e informacdes funcionais.

Avaliacao da topologia proteica
A partir das sequéncias proteicas foi feita a identificacdo da regido correspondente ao

peptideo sinal e das regides transmembranares das proteinas.
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As sequéncias foram submetidas aos servidores SignalP-5.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0/) que procura a presenca de
peptideos de sinal e o seu local de clivagem nas proteinas e ao servidor TOPCONS
(http://topcons.cbr.su.se/), para verificar a topologia das proteinas de membrana e predigédo de
peptideo sinal. Utilizou-se também 0 servidor TMHMM v.2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) para predicdo de hélices transmembranares nas
proteinas.

Para verificar como a proteina € inserida na membrana empregou-se o site Protter
(wlab.ethz.ch/protter/) e para visualizar se a proteinas tem regides ordenadas ou desordenadas
foi utilizado o servidor IUPred2A (https://iupred2a.elte.hu/), que possibilita a identificacao de

regides estaveis ou ndo estaveis nas proteinas, dependendo do estado redox do seu ambiente.

Estrutura tridimensional

As estruturas 3D das proteinas foram obtidas pelo modo de modelagem intensivo.do
servidor Protein  Homology/analogY  Recognition Engine V 2.0 (PHYRE2)
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/ntml/page.cgi?id=index). O servidor gerou arquivos
Protein Data Bank (PDB) que possibilitam andlise em softwares como o UCSF CHIMERA.

Predicéo de epitopos de células B

Para o estudo de predi¢do de epitopos para linfocitos B empregou-se o servidor Immune
Epitope Database (IEDB) (http://www.iedb.org/), no topico “Ferramentas de Previsdao de
Epitopo de Células B” (http://tools.iedb.org/beell/). Neste foram utilizados trés métodos para
avaliar antigenicidade: Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0, Bepipred Linear Epitope
Prediction, Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity. Também foram feitas as analises de volta
beta (método: Chou & Fasman Beta-Turn Prediction), acessibilidade (método: Emini Surface
Accessibility Prediction), flexibilidade (método: Karplus & Schulz Flexibility Prediction) e
hidrofilicidade (método: Parker Hydrophilicity Prediction).

As sequéncias de melhores escores encontradas foram conferidas no servidor VaxiJen:
Prediction of Protective Antigens and Subunit Vaccines (VaxiJen v2.0) (http://www.ddg-
pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) para verificar se as sequéncias encontradas

poderiam induzir a producdo de anticorpos protetores.
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Predicéo de epitopos de células T (Complexo Principal de Histocompatibilidade I e 1)

Para predicdo de bons epitopos para o Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC) I foi feita utilizado o servidor IEDB (http://tools.iedb.org/main/tcell/). Foram utilizadas
as anélises do site: MHC-I Binding Predictions, Class | Immunogenicity e MHC-I Processing
Predictions. Foram escolhidos alelos de Antigeno leucocitario humano (HLA) para estas
analises. As sequéncias de melhores escores foram submetidas a analise do servidor VaxiJen
v2.0.

Para predicdo de bons epitopos para MHC Il foi feita a analise no servidor IEDB onde
foi utilizada a andlise: MHC-11 Binding Predictions (http://tools.iedb.org/mhcii/) e estas
sequéncias foram posteriormente analisadas pelo Proteochemometric tool for MHC class Il
binding prediction (EpiTOPV3) (http://www.ddg-pharmfac.net/EpiTOP3/).

Em uma segunda analise buscando mais sequéncias com forte ligacdo ao MHC classe
Il utilizou-se o Binding of peptides to MHC class Il molecules (NETMHCII)
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetMHCII-2.3/).

Predicao de epitopos de células T citoliticas (CTL)

Foi utilizado para predicdo de sequéncias para Células T o servidor CTLPred
(http://crdd.osdd.net/raghava/ctlpred/) que prevé epitopos de células T citoliticas (CTL)
utilizando as abordagens Quantitative Matrix (QM), Support Vector Machine (SVM) e
Artificial Neural Network (ANN), além de facilitar a previsdo de restricdo de MHC em epitopos
de células T previstos. As analises foram feitas em 5 métodos: Quantitative matrices based,
Only ANN Based, Only SVM Based, Consensus Approach e Combined Approach.

Para confirmar se as regides encontradas era boas regides para se ligar ao linfocito T
ainda foi utilizado o servidor Prediction of CTL epitopes in protein sequences (NetCTL 1.2)
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetCTL-1.2/).

Analise de peptideos e antigenos na estrutura 3D das proteinas

Para analisar as estruturas tridimensionais e destacar as regides consideradas
imunogénicas em analises prévias, arquivo em extensdo PDB foi submetido ao programa
Extensible Molecular Modeling System - UCSF CHIMERA
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(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera). O software visualiza e analisa, de forma interativa, as

estruturas moleculares.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s estudo da morfologia e ciclo de vida do parasito Haemonchus contortus foram
selecionadas as proteinas H11 e Hc23 como potenciais antigenos. Primariamente foi realizada
a busca pela sequéncia de aminoacidos dessas proteinas e foi identificado que a proteina H11
possui 972 e a Hc23 tem 201 residuos de aminoacidos.

Apds obter as sequéncias das proteinas foi possivel analisar a topologia das proteinas e
se possuiam peptideo sinal e regido transmembrana. A topologia das proteinas verifica se as
proteinas sdo exportadas para o ambiente extracelular ou se sdo proteinas ancoradas na
membrana e parede celular. Aquelas que possuem exposicdo extracelular sdo acessiveis as
células do sistema imune, constituindo potenciais alvos para uso como antigenos 10.

H11 ndo possui peptideo sinal, mas possui uma regido transmembrana de 35 residuos
de aminoacidos. A regido transmembrana foi excluida da proteina, por ndo ser uma regido alvo
de anticorpos e a sequéncia final, com 937 aminoacidos seguiu para o estudo (figura 1).

Hc23 possui ha sequéncia inicial uma regido de peptideo sinal e regido transmembrana
contendo 22 aminoacidos. Esta regido foi excluida e a proteina que seguiu para andlise
correspondeu a 179 aminoéacidos (figura 1). Peptideo sinal € uma sequéncia que possui entre 15
e 30 aminoacidos, geralmente localizado na regido N-terminal da proteina. Esta sequéncia tem
a funcdo de marcar proteinas que serdo exportadas para determinados locais, como exemplo o
meio extracelular 17.

Na andlise das regifes de desordem das moléculas, ambas proteinas mostraram ser bem

ordenadas.
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Figura 1: Estrutura Tridimensional das proteinas H11 e Hc23

Proteina H11

As imagens acima mostram a estrutura tridimensional (representacdo em fita) das duas proteinas de H.
contortus apos exclusdo da regido transmembrana e/ou peptideo sinal. Estas estruturas foram alvo nos

estudos de epitopos. Fonte: Elaborada pelos autores utilizando o Software UCSF Chimera.

Apds a primeira analise da proteina, foi realizada a predicéo de epitopos para células B
e T. Ascelulas B tem um importante papel na imunidade humoral e € um componente essencial
do sistema imune adaptativo. A principal funcdo das células B é a producdo de anticorpos
contra antigenos 19,20. A producdo e consequente protecdo conferida pelos anticorpos ap6s
exposicdo ao patdgeno é extremamente importante. Anticorpos possuem diversas fungdes, a
citar: opsonizacao de antigenos e, consequente estimulacdo da sua fagocitose, ativar o sistema
complemento e/ou provocar citotoxicidade na célula alvo e a neutralizagdo da entrada de
patdgenos nas células. Assim, antigenos capazes de induzir producdo de anticorpos de forma
satisfatoria sdo alvos da vacinologia 21.

As células T sdo responsaveis pela defesa do organismo contra patdgenos invasores, sao
capazes de induzir respostas efetoras e a autodestruicao das células apresentadoras de antigenos
19. Além dos programas que identificam quais sequéncias podem induzir resposta positiva das
células T, outros algoritmos produzem predi¢cdes que podem apontar se tais conjuntos de

aminoéacidos sdo capazes de produzir resposta de anticorpos (pelas células B) 17.
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Predicéo de células B

Com a consulta ao IEDB foi realizada a predicédo de celulas B através de trés métodos
(Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0, Bepipred Linear Epitope Prediction, Kolaskar &
Tongaonkar Antigenicity) que avaliam antigenicidade (tabela 1) e foi possivel analisar as
propriedades fisico-quimicas: volta beta, flexibilidade, acessibilidade e hidrofilicidade. Estas
propriedades influenciam sobre os epitopos, mas individualmente ndo sdo suficientes para
realizar uma predicdo totalmente precisa, por isso devem ser analisadas em conjunto.

Foi possivel identificar 29 sequéncias antigénicas para H11 e 14 para Hc23. Na tabela
1 s&o exibidos os epitopos de Células B selecionados pelos melhores escores obtidos por estes
métodos.

Para uma proteina ser considerada um candidato vacinal, ela precisa ter potencial
imunogénico. Assim, para a predicdo das sequéncias que possam ser consideradas como
antigenos, foi utilizado o software VaxiJen v2.0 que avalia a capacidade imunoestimulante de
proteinas independente da realizacdo de alinhamento da sequéncia com antigenos protetores. O
preditor permite classificar o antigeno com base nas propriedades fisico-quimicas das proteinas
sem recorrer ao alinhamento da sequéncia. O limiar determinado para identificar proteinas com
potencial imunoestimulante foi de 0,5, este valor indica uma maior precisdo, sensibilidade e
especificidade, quanto as analises realizadas para validacdo 22. Portanto, as sequéncias que

obtiveram um limiar > 0,5 foram selecionadas (tabela 1).
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Tabela 1 - Epitopos de Células B selecionados

PROTEINA EPITOPOS SELECIONADOS
Método: Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 Vaxijen v2.0
H11 TRKAFDTSEKPGKDDTGGKDKDNSPSAAEL 0.3983
KKLFDDEVMNKCRDGQAATECVRIA 0.9902
KADSVASSHPLSFRIDKAAEVEEA 0.6703
RSQQQIDQLKNLQKNGMNARQFGA 0.6281
YKANKDAVEREKYRHPKYGFKWD 0.4552
ELVSGDKKLEIESVKEHPRL 0.4934
GGDYAFDKVMELYTAETLAL 0.4726
KSSIDFIANNYRNDKLF 0.7165
QEGDKKEIKRTWLRRD 0.5629
ERAQNRVDWIKKHFQK 0.6696
YGFYRQNHDASGWKK 0.3702
LPGYVDFPPEKNL 0.6838
TDVEGPDGKPMRT 1.0377
Hc23 HPPPECGLPPFVNDLPADDQAK -1,1692
NWKEGDKCY -1,1692
LLPPPVRKAPEEVQE 0,1459
TIPVEEKHK 1,0475
TLSPEAKAAY 0,5896
Método: Bepipred Linear Epitope Prediction Vaxijen v2.0
H11 FDTSEKPGKDDTGGKDKDNSPSA 0.5620
QTTYTTPDGTPKIAAVSQNEPMD 0.0734
TDVEGPDGKPMRTTEFASQ 1,1470
RYKANKDAVEREKYRHPK 0.9667
GIEVNGDGEISGD 3,3430
PSAFNDVAANPI -0.0345
Hc23 GLPPFVNDLPADDQAK 0,6451
KDIWKNWKEGDKCYHEQGL 0,1550
TEIRRKISKDALLPPPVRKAPEE 0,2593
RKIINDKTIPVEEKHKKMNELAQKVLTGDNLKEYNEFTAHIEDRHKAVKAAT 0,7899
QVFKLRHSKS 0,2075
Método: Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity Vaxijen v2.0
H11 AAELLLPSNIKPLSYDLTIKTYLPGYVDFP 1.0402
LRLALGCHKDVTALKGLLLRAL 0.5940
ATECVRIAAPLRSSVYCYGV 1,1120
KISVIPQECELVSGD 0.5939
QILLKVGYIGLISN 1,0110
HTYVERVIPACTSG 0.4133
QYALQSGIKCIEF 0.5240
ADSVASSHPLSFR 0.5241
SSYLLAVMVSEF 1,1470
LWAVFDEVVTDV -0,2501
Hc23 PECGLPPFVNDL 0,5553
KDALLPPPVRK 0,1407
KAVKAATLS 0,9879
EELFQVFKLRHS -0,2091

A tabela acima mostra os epitopos de Células B selecionados pelos melhores escores obtidos por

diferentes métodos e analisados pelo VaxiJen v2.0 em maio de 2021. Fonte: Elaborada pelos autores
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Predicéo de células T

Os epitopos de células T sdo apresentados pelas células apresentadoras de antigenos,
assim estes fragmentos de antigenos ou epitopos estdo ligados a moléculas MHC 19,20.

Todas as células somaticas nucleadas apresentam moléculas MHC classe 1, ligadas a
epitopos. Estas sdo apresentadas para as células T citotoxicas as quais induzem apoptose nas
células infectadas ou doentes. O numero de aminoacidos nos epitopos apresentados pelas
moléculas MHC classe | se encontra entre 8 e 11, principalmente apresentados a células T CD8+
ou citotdxicas. As moléculas MHC classe Il apresentam epitopos com tamanhos entre 13 a 17
aminoacidos para células T CD4+ ou Helper que participam ativando células B que se
transformam em plasmdcitos 23.

Dessa forma, € importante ter epitopos que sejam bons na predi¢do de linfécitosBe T,
sendo que no linfdcito T estes devem ser bons para MHC | e MHC 11 j& que uma vacina ideal
deve ser capaz de estimular as respostas imunes celulares e humorais 24.

Para 0 MHC, existem duas opcOes de escolha de sequéncias baseadas no score. A
primeira é optar pelas sequéncias com maiores escores e a segunda é escolher sequéncias
identificadas nas analises anteriores e verificar seus scores.

Para predicdo de bons epitopos para MHC | e MHC Il as sequéncias iniciais com 937
aminoéacidos para H11 e 179 para Hc23 foram utilizadas.

Para andlise de ligacdo ao MHC Classe I, foi utilizada a ferramenta MHC-I Binding
Predictions do IEDB para diferentes alelos. Foram encontradas diversas sequéncias, dentre
estas 6 sequéncias que se ligam ao MHC classe | foram escolhidas por apresentar melhores
scores para H11 e 12 sequéncias para Hc23 (tabela 2). Em seguida essas regides foram testadas
para verificar se possuiam imunogenicidade. Todas demonstraram ser bons imundgenos.
Posteriormente, foi verificado o processamento das regides pela célula para serem apresentados
observando se o este era igual ou em uma regido diferente para ajustar o tamanho do peptideo.
As sequéncias de maiores escores foram analisadas pelo VaxiJen v.2.0. Das 6 sequéncias, 4
delas apresentaram score acima de 0,5 o que indica que conferem anticorpo protetor, ja para a
Hc23, das 12 sequéncias, apenas 2 conferem anticorpo protetor.

Para andlise de ligagdo ao MHC Classe Il, foi utilizada inicialmente a ferramenta MHC-
Il Binding Predictions do IEDB para diferentes alelos, seguida da analise pelo EpitopV3. Em

seguida, para buscar mais sequéncias com forte ligacdo ao MHC classe Il utilizou-se o site
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NETMHCII. Diversas sequéncias foram encontradas, no entanto foram escolhidas aquelas que
apresentavam melhores scores, sendo 13 para H11 e 7 para Hc23.

A Tabela 2 mostra a predicao de ligagdo ao MHC-I e MHC-II provenientes de alelos de
HLA. A escolha das sequéncias foi baseada nos maiores escores.

Ainda na predicdo de boas sequéncias para células T, foi realizada a busca de bons
epitopos para CTL (células T citoliticas) utilizando os servidores CTLPred e NetCTL. Foram
localizados 3 bons peptideos para H11 e 2 para Hc23.

A Tabela 2 exibe as sequéncias de aminodcidos que foram preditas pelos servidores
como “bons” epitopos de CTL. Da mesma forma como na predi¢do do MHC, as sequéncias

escolhidas sdo as que possuem melhores escores ou aquelas identificadas em analises prévias

com confirmacéo do escore para epitopos de CTL.

Tabela 2 — Epitopos selecionados pela predicdo de ligacédo de células T

EPITOPOS PROTEINAS
SELECIONADOS H11 Hc23
MHC | RSQQQIDQLKNL EQGLTRDLVETL
RVDWIKKHFQKL LEKEKHDIIASL
YVDFPPEKNLTF EQFRKIINDKTI
KPMRTTEFASQW LPPPVRKAPEEV
LLLPSNIKPLSY HPPPECGLPPFV
QQILLKVGYIGL KHKKMNELAQKV
TEIRRKISKDAL
KTIPVEEKHKKM
EAKAAYDKIAKL
ELAQKVLTGDNL
EQGLTRDLVETL
EQFRKIINDKTI
MHC I TYYFTRKAFDTSEK PPPECGLPPFVNDLPADDQAK
RVEISMVVIEPTKS YHEQGLTRDLVETLPTEIRR
LLKVGYIGLISNSLGGIYQT EEVQEQFRKIINDKTIPVEEKHKKMNE
DEPKYKANWTVTVIH FTAHIEDRHKAVKAATLSPEA
SSHPLSFRIDKAAEVEEAFDDITYAKGASVLTMLRA KEKHDIIASLNEQAQEELFQVFKLRHSKSA
ASQWTTQMGFPVISV QEQFRKIINDKTIPV
KRTWLRRDEPLYLHV ELFQVFKLRHSKSAK
ETEYLPLEIAMSGISS
LKPMYEKSSIDFIA
FFQINLQKDVIDMFCAL
EGGDYAFDKVMELY
RISSFVRMQDIPSAFNDVAANPI
TSGIRSQQQIDQLKNL
CTL FASQWTTQM GLPPFVNDL
FELLKYAEK ETLPTEIRR

IEYETVFEL

A tabela acima mostra os epitopos selecionados na predic¢do de células T (MHC-I, MHC-11 e CTL) em

maio de 2021. Fonte: Elaborada pelos autores.
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Sequéncias escolhidas

Todos os epitopos selecionados em diferentes ferramentas e softwares considerados
como regides imunogénicas foram analisados no programa UCSF CHIMERA para visualizar
se as sequéncias demonstravam estar na superficie externa da proteina. No software foi possivel
analisar as estruturas tridimensionais com distin¢cdo dos segmentos, também pode-se observar
a localizacdo dos antigenos na molécula, conhecer as estruturas secundarias, bem como
visualizar o estado rotacional das proteinas.

Apos estudo das sequéncias obtidas nos servidores, foram escolhidas aquelas que
tiveram os melhores escores, que possuiam localizacdo externa na estrutura 3D e que
atendessem aos requisitos para um bom antigeno vacinal. As sequéncias selecionadas estao

apresentadas na tabela 3.

Tabela 3 - Sequéncias peptidicas obtidas ao final das analises.

PROTEINA NUMERO SEQUENCIA
DE AMINOACIDOS

H11 45 TYYFTRKAFDTSEKPGKDDTGGKDKDNSPSAAELLLPSNIKPLSY
62 TDVEGPDGKPMRTTEFASQWTTQMGFPVISVAEFNSTTLKLTQSRYKANKDAVEREKYRHPK
73 LKPMYEKSSIDFIANNYRNDKLFFQINLQKDVIDMFCALGSQDCRKKYKKLFDDEVMNKCRDGQAA
TECVRIA
50 TSGIRSQQQIDQLKNLQKNGMNARQFGAFDKAIERAQNRVDWIKKHFQKL
Hc23 77 LLPPPVRKAPEEVQEQFRKIINDKTIPVEEKHKKMNELAQKVLTGDNLKEYNEFTAHIEDRHKAVKA

ATLSPEAKAA

A tabela acima apresenta as sequencias mais imunogénicas do Haemoncus contortus para design da

vacina. Fonte: Elaborada pelos autores.

As sequéncias escolhidas (tabela 3) estdo destacadas na estrutura 3D das proteinas na
figura 2.
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Figura 2: Antigenos potenciais das proteinas H11 e Hc23

As imagens acima apresentam as proteinas H11 e Hc23 com os potenciais antigenos (em verde) em
diferentes &ngulos. (A e B) - Proteina H11, (C e D) - Proteina Hc23.Fonte: Elaborada pelos autores com
0 uso do Software UCSF Chimera.

Este estudo apresenta limitacdes a serem destacadas. Muitos antigenos que demostram
ser imunogénicos in vitro podem ndo apresentar o0 mesmo resultado in vivo, sendo necessario
testa-los posteriormente em estudos experimentais. Além disso, apenas 0s programas gratuitos
foram utilizados para andlise dos epitopos o que pode ser um fator limitante para uma analise
mais completa e aprofundada. E por Gltimo, faz-se necessario a realiza¢do de mais estudos com
0 parasito devido a mutagdes que podem vir a ocorrer, polimorfismos e demais caracteristicas
da variabilidade genética.

Os resultados deste estudo demostram que a combinacédo de andalises de bioinformatica
sdo ferramentas Uteis e importantes para a identificacdo de epitopos in silico potencialmente
capazes de disparar resposta imunogénica. As analises fornecem informacdes teoricas
fundamentais para testar a hipdtese em laboratorio o que diminui 0 nimero de elementos

candidatos aos testes in vivo que demandam maior tempo e recursos financeiros. Sendo assim,
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a bioinformatica é uma metodologia Util no desenvolvimento de vacinas por meio dos métodos

de vacinologia reversa e vacinas génicas 18,25,26.

CONCLUSAO

Através da bioinformatica com o uso de algoritmos e softwares valendo-se de screening
computadorizado de alto rendimento pode-se unir informagdes do genoma aos conceitos de
vacina. Essa seria a primeira etapa de predicao in silico para design de vacinas por tecnologias
baseada em gendmica e também em protedmica utilizadas globalmente por pesquisadores e
empresas desse ramo.

Neste estudo foi possivel determinar as sequéncias peptidicas que continham maiores
escores para induzir a producdo de anticorpos protetores e que apresentavam localizagdo
acessivel na estrutura tridimensional das proteinas com potencial de induzir resposta imune. As
sequencias das proteinas H11 e Hc23 do Haemonchus contortus que continham esses requisitos
foram qualificadas como “bons” antigenos. No entanto, ¢ necessario realizar a comprovagao
dos epitopos obtidos através de experimentos para avaliar a resposta imune in vivo e dessa
forma utiliza-los na producéo de vacinas contra a hemoncose trazendo beneficios para a cadeia

produtiva bem como para o meio ambiente.
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