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MAIA. R.C Resumo

A Leishmaniose Visceral é uma doenca negligenciada, com ampla distribuicdo geografica,
comportamentos ecoepidemioldgicos distintos (zoonotica ou antropodtica) e potencialmente
fatal quando ndo tratada. Nas Américas, assim como em parte da Europa apresenta um
comportamento zoonético ou antropozoondtico tendo o cdo como principal reservatorio do
parasito (Leishmania (L.) infantum e seu diagndstico, no entanto, apresenta limitacdes
principalmente com relacdo a especificidade e ou sensibilidade dos testes soroldgicos
utilizados, como €é o caso do programa de controle da Leishmaniose Visceral Canina (LVC),
executado no Brasil. A fim de contribuir na busca por componentes que possam refinar as
técnicas de diagndstico sorolégico, no presente estudo, foram selecionados e avaliados o
potencial de peptideos para serem empregados no imunodiagnoéstico da LVC. Para isso, foram
selecionados e avaliados, a partir de um banco de dados relacional, peptideos quanto a: escores
em algoritmos de predicdo de epitopos para células B (BepiPred, BCPred12 e AAP12), funcéo
bioldgica das proteinas as quais esses peptideos pertenciam por meio de redes de interacdo
proteina-proteina, similaridade, por meio do BLASTp, além de Atracagem (CABSdock) e
Dindmica Molecular (GROMACS). Apos isso, foi otimizada e padronizada a técnica de ELISA
empregando os peptideos selecionados. Para tal, foram testadas duas concentracdes de
peptideos (0,25 e 0,5ug) assim como trés diluicdes de amostra (1:200;1:400 e 1:600) e as
seguintes diluicdes do conjugado IgG de cdo (1:16.000;1:20.000 e 1:24.000). Como resultados,
foram selecionados dez peptideos a partir do banco de dados relacional, todos com escores
maiores que 0,5 para todos os algoritmos de predicdo além de ndo serem componentes de
proteinas intracelulares do parasito. A similaridade entre outras espécies do mesmo género foi
consideravelmente alta, no entanto para parasitos de outros géneros os peptideos em sua maioria
mostraram-se com baixa similaridade. Quanto a atracagem, somente dois peptideos foram
classificados como bons modelos em se tratando a qualidade, enquanto os outros oito se
enquadraram como 6timos modelos. Durante a simulacdo de dindmica molecular observamos
valores relativamente altos de Root-Mean-Square Deviation of Atomic Positions RMSD para
todos os peptideos. Na padronizacdo de ELISA foi possivel observar que as melhores condicdes
para as avaliacdes das amostras individualmente, foram as que empregaram a concentracédo de
0,25 pg dos peptideos e em diluicdo plasmatica de 1:600 e do conjugado de 1:16.000,
respectivamente, mostraram a capacidade dos peptideos em diferenciar em no minimo 3 vezes
amostras de cdes infectados por L. infantum e ndo infectados. Em suma a selecéo dos peptideos
a partir de parametros obtidos por bioinformatica se mostrou promissora visto o potencial dos
peptideos selecionados, que se apresentavam potenciais para sua utilizacdo futura em teste
diagnostico soroldgico de alto desempenho. Neste sentido este trabalho abre perspectivas para
prosseguir com estes testes de validacdo dos antigenos em bancos de soros que possuem
diversos perfis de amostras de cdes naturalmente infectados, portadores de diferentes
manifestacBes clinicas, cargas parasitarias, antes e ap0s tratamento e intervencdo vacinal,
ampliando assim as perspectivas de avangos biotecnoldgicos no campo do diagnéstico
soroldgico para leishmaniose visceral em especial para LVC.

Palavras-Chave: Leishmania infantum; diagndstico soroldgico; céo; peptideos sintéticos;
bioinformaética.
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Visceral Leishmaniasis is a zoonotic and potentially fatal disease when not treated. The
diagnosis, however, has certain limitations, mainly regarding the specificity and or sensitivity
in tests used in disease control programs, such as The Control Program for Canine Visceral
Leishmaniasis, performed in Brazil. In order to contribute to the search for components that can
refine the serological diagnostic techniques, in the present study, we select and evaluate
peptides with potential to be used in the immunodiagnosis of CVL. For this purpose, peptides
were selected and evaluated from a relational database regarding: scores in epitope prediction
algorithms for B cells (BepiPred, BCPred12 and AAP12), biological function of the proteins
through protein-protein interaction networks, similarity, using BLASTp, in addition to Docking
(CABSdock) and Molecular Dynamics (GRO-MACS). After that, the ELISA technique was
standardized using the selected peptides. Two concentrations of peptides (0.25 and 0.5 pug) were
tested every 100 uL, as well as three sample dilutions (1: 200; 1: 400 and 1: 600) and dilution
of dog 1gG conjugate (1: 16,000; 1: 20,000 and 1: 24,000) As results, ten peptides were selected
from the relational database, all with scores greater than 0.5 for all prediction algorithms in
addition to not being components of intracellular proteins of the parasite. The similarity
between other species of the same genus was considerably high, however for other genera
parasites, the peptides mostly showed low similarity. In docking, only two peptides were
classified as good models, while the other eight were classified as excellent models. During the
simulation of molecular dynamics, we observed relatively high values of RMSD for all
peptides. In the ELISA standardization, it was possible to stablish the best conditions, then the
reactions were performed with 0.25 pg of each peptide and in a dilution of 1: 600 and 1: 16,000
for samples and conjugate, respectively, the data showed the capacity of the peptides to
differentiate at least 3 times samples from dogs infected by L. infantum and uninfected. Based
on that, the selection of peptides through bioinformatics approaches was promising considering
the potential of the selected peptides, showing interesting perspectives regarding their use in
assays with a greater number and more diverse sample profiles, as well as the use of this method.
for prospecting diagnostic test components for other diseases.

Keywords: Leishmania infantum; serological diagnosis; dog; synthetic peptides,
bioinformatics.
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1.1 Aspectos Gerais da Leishmaniose Visceral Humana

As leishmanioses comp&em um mosaico de manifestacGes clinicas de doencas causadas
por protozoarios intracelulares do género Leishmania. As Leishmanioses sdo doencas
cosmopolitas com ampla distribuicdo global e elevada importancia na satde publica,
principalmente em regiGes pobres. Apresentam caracteristicas clinicas diversas e
multifacetadas e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica as Leishmanioses em trés
formas clinicas principais: a Leishmaniose Cutanea (LC), Leishmaniose Mucocutanea (LMC)
e Leishmaniose Visceral (LV) esta ultima, forma mais grave da doenca, pode atingir taxas de
mortalidade em torno de 95% dos casos ndo tratados. Na condigdo de doenca considerada
negligenciada, é endémica em 83 paises, resultando na estimativa de mais de 30.000 novos
casos anuais de LV ao redor do mundo (WHO, 2018).

E importante ressaltar que o desenvolvimento da doenca em vertebrados, incluindo
humanos, se relaciona ndo somente a presenca do parasito, mas também a fatores como
presenca do vetor, visto que a transmissdo se da a partir do repasto sanguineo de fémeas de
flebotomineo infectadas (CLABORN, 2010). Também deve ser considerado o estado
imunolégico, nutricionais, variacdes genéticas, ambientais e sociais relacionadas ao hospedeiro
(ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999; THOMAS et al., 2018).

Assim, tendo em vista que o desenvolvimento da historia natural da LV é dependente
de um conjunto de fatores, as varia¢fes no curso clinico da doenca podem ocorrer de forma
multifacetada, como em casos onde de LV humana pode se apresentar de forma assintomatica
por periodos que variam de meses até anos, seguindo com o desenvolvimento de uma doenca
ativa onde ocorre o surgimento dos primeiros sintomas que podem ser mais rapidos na forma
aguda ou mais lentos e insidiosos nas formas cronicas ou classicas. Estes sdo caracterizados por
periodos irregulares de febre, leucopenia, anemia e hepatoesplenomegalia além de
emagrecimento, prostracdo, apatia, seguido de trombocitopenia, perda da funcdo renal,
pancreatica e hepatica até atingir um quadro de disfungéo renal e faléncia multipla dos 6rgéos
guando ndo diagnosticados e tratados pode evoluir para o ébito (READY, 2014).

Dentre as aproximadamente 20 espécies de Leishmania com capacidade de infectar
mamiferos duas, Leishmania donovani e Leishmania infantum, se apresentam como 0s agentes
etiologicos da LV em todo o mundo (READY, 2014; WHO, 2018).
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Além disso podem ser evidenciadas diferencas quanto a distribuicdo geografica dessas
espécies, a L. donovani, com caracteristica antropon6tica, é prevalente em regides da Africa
central, sul da Asia, India, China e Oriente médio, enquanto L. infantum, com caracteristica
zoon6tica, se distribui por regides que vdo desde norte da Africa e Europa até o continente
Americano, com atencdo a paises da América do Sul como o Brasil, responsavel por mais de
2500 dos 2603 casos de LV notificados nas Américas em 2019 (95,04%) (READY, 2014,
STEVERDING, 2017; PAHO, 2020).

Em vista disso, deve-se atentar a importancia da participacdo do Brasil no elevado
ndmero de casos humanos de LV nas Américas, evidenciando assim a necessidade de um
controle sustentado e continuo da doenca no pais acompanhado de uma forte vigilancia
epidemioldgico permanente (COURA-VITAL et al., 2014).

1.2 Aspectos gerais da Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

O Brasil apresenta, se considerados os numeros de casos humanos de LV, grande
relevancia continental, mas ndo somente os casos humanos devem ser considerados, €
necessario ressaltar a presenca impactante da leishmaniose visceral canina (LVC), doenca
zoonotica que possui como agente causador, a L. infantum e o cdo como o principal reservatério
do agente etioldgico da doenca, seja no ambiente doméstico rural como urbano (DANTAS-
TORRES, 2007).

Em se tratando dos hospedeiros, 0 cdo cumpre seu papel de reservatério primario, no
entanto outros mamiferos como gambas e mais recentemente o gato doméstico e até mesmo o
homem apresentam altos indices de infectividade para o vetor (Kaye & Scott, 2011,
QUINNELL & COURTENAY, 2009). Nao obstante o cdo é considerado hospedeiro e
reservatorio de maior relevancia no ciclo epidemiol6gico, devido a elevada infectividade, alta
carga parasitaria cutanea, preferéncia alimentar do vetor e antropicidade (Dantas-Torres, 2007).
Desta forma, estes animais séo alvo das medidas de controle do PCLV do Ministério da Saude
que preconiza a identificacdo e eliminacdo de cdes soropositivo. Assim, reforcando a
necessidade de técnicas soroldgicas mais sensiveis e especificas capazes de identificar
precocemente a positividade, quanto a infeccdo, de cées residentes, em especial, de areas de
elevada prevaléncia (DANTAS-TORRES, 2009; COURA-VITAL et al., 2014).

Quanto a manifestacdo clinica, a LVC é classificada como uma doenca sistémica e

essencialmente de curso crbnico, que apresenta sinais clinicos, que podem variar desde de
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alteracbes cutneas como dermatites, onicogrifose, hiperqueratose até alteragdes sistémicas
como: emagrecimento, apatia, anemia, leucopenia além de disturbios gastrointestinais,
hepaticos, com diversas alteracbes bioguimicas e hematologicas incluindo acometimentos
neuroldgicos (PALTRINIERI et al., 2010).

De acordo com o Ministério da Salde, no Brasil, cdes podem ser classificados em trés
categorias: casos caninos suspeitos, que apresentam sinais clinicos compativeis com LVC e sdo
provenientes de areas endémicas ou areas de surto; caso confirmado por critério laboratorial,
onde o cdo apresenta positividade em teste soroldgico/parasitoldgico ou por critério clinico-
epidemioldgico, onde o cdo é residente de &rea endémica ou de surto e apresenta sintomatologia
compativel com LVC; e cées infectados, que ndo apresentam sinais caracteristicos da doenca
porém possuem resultados parasitologicos e/ou soroldgicos positivos em area com transmissao
confirmada (BRASIL, 2019).

1.3 Diagnéstico clinico e laboratorial da Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

Dentre os métodos para o diagnostico da LVC, no Brasil, destacamos aqui 0s que sao
apresentados no Guia de Vigilancia em Saude (BRASIL, 2019): (i) diagndstico clinico baseado
na identificacdo de sinais caracteristicos da doenca, que incluem alteracdes como: alopecias ou
dermatites localizadas ou generalizadas, perda de peso/emagrecimento moderada ou grave
podendo caracterizar caquequicia, linfadenomegalia, atrofia muscular, polidria, polidipsia,
lesBes oculares, onicogrifose entre outros (CIARAMELLA etal., 1997; SOLANO-GALLEGO
et al., 2009, REIS et al., 2009). Ainda assim, deve-se atentar ao fato de que sinais clinicos
considerados caracteristicos da LVC aparecem também em outras patologias, tornando a
avaliacdo unicamente clinica passivel de erro ou confundimento diagndstico, super ou sub
estimando a positividade do animal quanto a condi¢do de doente (SOLANO-GALLEGO et al.,
2017).

A fim de classificar de forma mais assertiva cdes positivos ou negativos para LVC,
métodos que ndo se baseiam somente nas caracteristicas clinicas séo utilizados, tornando o
diagndstico mais confidvel se comparado unicamente a avaliacdo dessas caracteristicas clinicas
(CHAGAS et al., 2021). Nesse sentido, o (ii) diagnostico laboratorial, tais como o diagndstico
parasitologico é considerado até hoje como a metodologia padrdo ouro, visto sua objetividade,
e a capacidade detectar o parasito de forma direta a partir da amostra bioldgica, seguida de

pesquisa exaustiva por microscopia 6tica, com consequente diminui¢do da possibilidade de
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resultados falso negativos. No entanto ainda estdo presentes variaveis que podem ser
consideradas problematicas como: coleta da amostra, habilidades técnicas do laboratorista,
qualidade do material entre outros que levam a uma baixa sensibilidade, geralmente associado
a forma clinica da LVC (REIS et al., 2006-2009; MOREIRA et al., 2007; DE BRITO et al.,
2020a).

Ferramentas moleculares também compde 0s possiveis métodos de diagnostico que
podem ser aplicados a LVC, sendo a cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR) exemplo
notavel dessas ferramentas quem vem demonstrando elevada especificidade e sensibilidade
além do potencial progndstico de predizer a caga parasitaria tecidual em especial na pele de
caes naturalmente infectados por L. infantum (DE CARVALHO et al., 2018). Os métodos
moleculares se baseiam na analise do possivel material genético do parasito presente em
diferentes amostras bioldgicas obtidas de biopsias que podem ser coletadas em diferentes
tecidos do animal e usam destas para extracdo de DNA e a amplificacdo de fragmentos
especificos de determinadas regiGes do genoma, como 0 KDNA, até o sequenciamento genético
para discriminacdo entre diferentes espécies (SUNDAR; SINGH, 2018).

Ainda quanto aos métodos moleculares devem ser considerados fatores, como a
possibilidade de deteccdo de fragmentos genéticos de parasitos mortos quando a amplificacdo
é baseada em fragmentos de DNA(LASKAY et al., 1995). Observa-se também diferencas
quanto a especificidade e sensibilidade, entre os tecidos utilizados como amostras o0 que
influencia, por exemplo, no monitoramento de estado do parasitismo canino por L. infantum
(SUNDAR; SINGH, 2018; CHAGAS et al., 2021).

Logo, somos confrontados com varias opcOes de testes de diagndstico laboratorial, com
diferentes vantagens e desvantagens e que podem ser empregados no diagndstico da LVC, o
que reflete na continua busca por maior sensibilidade, especificidade e praticidade de execucéo,
com a intencdo de evitar diagnoésticos falso positivos ou negativos, principalmente em animais
assintomaticos (PESSOA-E-SILVA et al., 2019; DE BRITO et al., 2020a).

1.3.1 Diagnostico soroldgico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

A busca por aprimorar o diagnostico da LVC, no entanto, ndo deve relevar
caracteristicas que garantam sua praticidade. Assim o0s testes soroldgicos, por suas
caracteristicas de praticidade e seu potencial de evolucdo, se mostram como importante vertente

de estudos pois s@&o amplamente empregados em diferentes partes do mundo como uma
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ferramenta de rastreamento soroepidemioldgico e auxiliam muito na deteccdo e remogdo de
caes soropositivos em &reas endémicas (DUTHIE; LISON; COURTENAY, 2018; DE BRITO
et al., 2020a). Tais técnicas se espelham em reac6es imunoldgicas que ocorrem no organismo
do hospedeiro e remontam a caracteristicas de reconhecimento e eliminacao de patdgenos, onde
certas proteinas do soro sanguineo reconhecem de macromoléculas ou microrganismos por
meio de por¢des ou fragmentos, denominados epitopos (CLARK; LISTER; BAR-JOSEPH,
1986). Sabe-se ainda que moléculas de anticorpos sdo providas intrinsicamente de
especificidade, esta, necessaria para o reconhecimento de antigenos. Os mecanismos adotados
no reconhecimento e especializacdo dos anticorpos levam a explorar horizontes aos quais 0s
testes imunodiagndsticos estdo presentes (SELA-CULANG; KUNIK; OFRAN, 2013).

Na LVC, testes sorologicos usam desses mecanismos, assim sendo, panoramas
epidemioldgicos devem ser estruturados para correta abordagem da técnica, principalmente em
areas endémicas para a doenca, onde a necessidade &€ majoritaria para testes com alta
sensibilidade. No entanto, existe a possibilidade de reatividade cruzada caso o individuo seja
infectado por outros patdgenos que apresentem ou compartilham de epitopos semelhantes
guanto ao seu reconhecimento pelo anticorpo (BANETH; AROCH, 2008).

Dentre os testes utilizados para o diagndstico imunoldgico podem ser citados o Teste de
Aglutinacdo Direta (DAT), Teste Imunoenzimatico (ELISA), a Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), e teste imunocromatografico rapido (DPP®). Alguns destes testes possuem
baixa, média ou mesmo alta complexidade de execucdo, dependendo de equipamentos,
automacdo, pessoal técnico capacitado e reagentes biotecnoldgicos. O DAT, por exemplo, vem
sendo utilizado desde a década de 80, se tornou atrativo visto que ndo necessita de estrutura
demasiadamente elaborada, assim como ndo despende de grandes recursos para a sua
realizacdo. No entanto alguns fatores como tempo para realizacdo do teste e necessidade de
diluicdes seriadas do soro se apresentam como limitadores (GARCEZ; SHAW, SILVEIRA,
1996; HAILU, 2002; SILVA et al., 2005).

Ja as outras técnicas, também utilizadas no Brasil e recomendadas pelo Ministério da
Saude, consistiam, até 2012, na associacdo das técnicas de ELISA e RIFI, no processo de
triagem soroepidemioldgica para fins de controle e profilaxia ou mesmo para confirmacao de
animais suspeitos, respectivamente. A etapa de triagem, utilizando a ELISA, que remonta aos
anos de 1970 do século passado, consiste na adsorcao de antigenos ou subunidades de antigenos
purificados de Leishmania derivados de cultura in vitro em microplacas, que posteriormente

s80 expostas a soro de animais que viriam a ser testados, animais que apresentassem resultados
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positivos no ELISA, deveriam ser confirmados também pela técnica de RIFI. A RIFI, por sua
vez, utiliza de formas promastigotas fixadas de Leishmania sp. que interagem com o0s anticorpos
do soro e a reacdo é revelada atraves de um anti-anticorpo ou conjugado, estes por sua vez
ligado a uma molécula fluorescente, geralmente o isotiocianato de flurosceina (FITC)
(HOMMEL et al., 1978; MINISTERIO DA SAUDE, 2006). No entanto, devido a possibilidade
de resultados falso positivos na RIFI e sua baixa sensibilidade esta metodologia foi sendo aos
poucos substituida e deu lugar a uma técnica imunocromatografica, que emprega antigeno
recombinantes denominada DPP®, técnica esta que passou a ser utilizada como metodologia de
triagem, permanecendo a ELISA como método recomendado para o diagnostico, mas desta vez
para a fase de confirmacdo da positividade quanto a LVC (COURA-VITAL et al., 2014,
BRASIL, 2019).

Assim, atualmente, de acordo com o Guia de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude do Brasil (BRASIL 2019), a metodologia utilizada no diagnostico individual ou
avaliacdo de prevaléncia durante inquéritos amostrais ou censitarios € composta pelos testes
rapido (DPP®) e pela técnica imunoenzimatica (ELISA). Essas duas técnicas sio utilizadas para
triagem e confirmacao, respectivamente de animais suspeitos, no entanto, como € mostrado em
alguns estudos a sensibilidade que varia de 78 - 72% no teste rapido e a especificidade que pode
variar de 60,4 — 97,8% em ELISA. O baixo desempenho da técnicas de escolha, vem
comprometendo a utilizagdo desses testes como critérios de diagnéstico em programas de
controle da LVC, principalmente em animais assintomaticos, uma vez que o resultado positivo
define a remocdo e eutanasia dos caes e o resultado negativo pode ndo significar auséncia de
infeccdo (LIRA etal., 2006; FRAGA et al., 2016).

Nesse contexto, 0 uso de peptideos sintéticos, que remonta a década de 80, adquiriu sua
devida importancia visto sua versatilidade, capacidade de producéo em larga escala e potencial
incremento na especificidade e sensibilidade quando aplicados em testes de ELISA por exemplo
(GEYSEN; MELOEN; BARTELING, 1984). Considerando as vantagens da utilizacdo dessas
moléculas sintéticas, trabalhos vém sendo desenvolvidos empregando proteinas recombinantes,
guimeras ou mesmo peptideos sintéticos para o diagnostico da LVC. Exemplo disso pode ser
visto no trabalho de Faria e colaboradores em 2011, que fizeram uso de peptideos sintéticos no
diagnostico da LVC, onde pdde ser notada uma melhora na sensibilidade (84,1%) em um dos
peptideos selecionados, valor interessante levando em conta a necessidade de alta sensibilidade
em testes de triagem (FARIA et al., 2011). Sensibilidade superior a 80% também foi observada

por Costa et al., (2012) que obtiveram alta especificidade e sensibilidade que variou de 82 a
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96% e 81 a 94% respectivamente, utilizando peptideos em amostras de soro de cdes tanto
assintomaticos quando sintomaticos (LIU et al., 2014). Sendo assim, o potencial ja apresentado
na utilizacdo de peptideos como componentes de testes diagnosticos abre caminhos para estudos
que busquem melhorar ou elaborar testes imunodiagnéstico para doencas parasitarias como € o
caso da LVC (NOYA et al., 2003).

1.4 O emprego da Bioinformatica (Imunoinformatica) na predicéo de alvos de

antigenos para diagndstico

O aumento da capacidade de se obter informacdes bioldgicas relevantes através do
sequenciamento genémico de patdgenos, levou ao consequente aumento no nimero de dados,
em grande parte, devido as evolucdes no campo da biologia molecular. Tal volume resultou
também na interdisciplinaridade envolvendo matematica, estatistica, ciéncias da computacéo e
biologia como forma de analisar o enorme nimero de variaveis que continuava a crescer a
medida em que novas moléculas, interagdes e mecanismos eram descobertos, dando origem a
bioinforméatica (BALDI; BRUNAK; BACH, 2001).

A bioinformatica impactou, entdo, diretamente em pesquisas relacionadas a medicina,
facilitando desde a analise até a interpretacdo de dados obtidos a partir de sequencias de
aminoacidos, estruturas de proteinas e suas interacdes (PAL; BANDYOPADHYAY; RAY,
2006).

Esse grande volume de dados bioldgicos também era adquirido na busca por
componentes imunogénicos e antigénicos potenciais para serem empregados em testes
diagnosticos, que quando baseados em ensaios imunoldgicos, torna estes novos alvos de
antigenos pecas chave na ampliacdo da confiabilidade dos resultados gerados. Sendo assim, a
busca por antigenos que melhorem o desempenho diagndstico desses testes tornou-se uma area
de fronteira na ciéncia que vem gerando novas perspectivas diagnosticas, seja nas doengas
infeciosas ou mesmo em doencas cronicas degenerativas oferecendo assim, novos
biomarcadores de diagnostico e/ou de prognostico e monitoramento de doencas. Conjuntamente
aos avancos da bioinformatica e a busca por melhores testes diagnosticos, houve producao de
forma, relativamente mais simples e consequentemente em maior escala, de potenciais
antigenos e biomarcadores antigénicos que poderiam ser usados em imunoensaios, dentre estes
destacam-se os peptideos sintéticos (BODANSZKY, 1985; NOYA et al., 2005; FARIA et al.,
2011).
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Estudos envolvendo a bioinformética na busca por peptideos imunogénicos de interesse
médico ja mostraram seu elevado valor. Exemplo disso pode ser visto no potencial de vacinas
contra LVC, quando De Brito et al em 2019, com metodologia denominada de vacinologia
reversa, conseguiram mostrar que peptideos sintéticos, selecionados com auxilio de
imunoinformatica, sdo capazes de levar a estimulagdo de sistema imune celular e humoral além
de elevada reducdo na carga parasitaria em camundongos imunizados com estes peptideos e
desafiados com L. infantum (DE BRITO et al., 2019). A cada dia, estudos vem evidenciando o
horizonte vasto e promissor da utilizacao das técnicas de bioinformatica na busca por moléculas
de interesse médico (BRANCO; CHOUPINA, 2021).

1.4.1 Selecdo de epitopos de células B

Epitopos de células B, também conhecidos como determinantes antigénicos, sdo
porcdes especificas de antigenos, que podem, ao entrar em contato com um anticorpo, levar a
estimulacdo clonal destas células B amplificando a resposta imune humoral. Tais epitopos
podem ser categorizados como continuos, cuja sequéncia local abriga os residuos, ou
descontinuos, onde os residuos podem ser resultados da aproximacdo de diferentes regides da
sequéncia de polipeptidios uma das outras (BARLOW; EDWARDS; THORNTON, 1986;
KRINGELUM et al., 2013). Algoritmos computacionais que auxiliam no mapeamento, selecéo
e consequente identificacdo desse epitopos ganham espaco, tendo em vista a possibilidade da
utilizacdo dessas pequenas por¢oes de aminoacidos no desenvolvimento de vacinas ou testes
diagndsticos (NOYA et al., 2003; BRITO et al., 2017).

Considerando as possibilidades do uso desses epitopos, a identificagdo dos mesmos em
sequéncias proteicas pode ser feita com o auxilio de diferentes ferramentas computacionais que
a bioinforméatica oferece. Os métodos de selecdo podem incluir parametros como
antigenicidade, hidrofobicidade, flexibilidade, dentre outros (KARPLUS; SCHULZ, 1985;
PARKER; GUO; HODGES, 1986; KOLASKAR; TONGAONKAR, 1990). No entanto a
utilizacdo de somente um pardmetro fisico-quimico para selecdo de epitopos j& mostrou néo
garantir bons resultados (BLYTHE; FLOWER, 2009).

Com objetivo de obter melhores resultados na selecdo dessas sequéncias e aumentar a
acuracia da predicdo in silico, métodos tanto para a predicdo de epitopos lineares como para
epitopos conformacionais podem utilizar da aprendizagem de méaquinas, que se baseia em

algoritmos formulados a partir de resultados esperados, criando suas regras durante 0 processo
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de obtencéo dos dados (MUNTEANU et al., 2019). Pode-se ent&o considerar que a combinagéo
de mais de um método para predicao de epitopos de células B apresenta vantagens. Um exemplo
disso pode ser observado em algoritmos preditivos de células B como BepiPred e ABCpred,
onde o primeiro utiliza de modelo oculto de Markov combinado a escala de propensao e o
segundo utiliza a aprendizagem de méaquinas, no intuito de aumentar a acuraria das predicoes
de epitopos de células B (LARSEN; LUND; NIELSEN, 2006; SAHA; RAGHAVA, 2006).
Umas das aplicacbes dos algoritmos para a predicdo de epitopos de células B pode ser
observado no trabalho realizado em 2014 por Brito e colaboradores (Brito et al., 2014), Estes
autores elaboraram um banco de dados relacional para epitopos para células B e células T a
partir do proteoma predito de L. infantum. Durante o trabalho, foram detectadas 8.241 proteinas
de L. infantum, as quais foram submetidas, em se tratando de predicdo de células B, aos
algoritmos BepiPred, AAP12 e BCPred12, além de avaliacdo de localizacdo subcelular. Apds
isso, os resultados obtidos, assim como as sequéncias foram depositados no banco de dados
utilizando o sistema de gerenciamento MySQL (BRITO et al., 2017). Tal banco de dados foi

utilizado posteriormente para a prospeccao dos peptideos empregados no presente estudo.

1.4.2 Predig&o de estruturas proteicas

Partindo do pressuposto de que a estrutura das proteinas estd intimamente ligada com
sua funcdo, determinar sua conformacao é parte importante do processo para compreensao de
sistemas biol6dgicos complexos. Nesse sentido, a bioinformatica por meio da possibilidade de
predicdo da estrutura tridimensional de moléculas, permitiu a compreensdo de interacbes em
complexos receptor-ligante, e passou a contribuir diretamente em diversos estudos relacionados
a area médica em especial na saude publica (COHEN, 1996; ORENGO; TODD; THORNTON,
1999).

As ferramentas que permitem realizar a predigdo dessas estruturas estdo em constante
evolucdo e uma das alternativas para predicdo de estruturas tridimensionais se baseia no uso
modelos ja validados e pertencentes a bancos de dados na maioria das vezes com acesso aberto,
como o Protein Data Bank (PDB). Esse tipo de modelagem como o método sugere é
denominada de modelagem baseada em modelos, onde considera-se o alinhamento entre a
sequéncia alvo e um molde a fim de gerar a estrutura final (KUHLMAN; BRADLEY, 2019).

Quanto as estratégias para predicao estrutural DORN et al. (2014) considerou 4 classes:

métodos de primeiros principios com informagdo de banco de dados, métodos de primeiros
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principios sem informagdo de banco de dados, metodos de modelagem comparativa e
alinhamento de sequéncias e métodos de reconhecimento de dobra (Fold Recognition) e encaixe
(Threading).

Nesse contexto pode-se destacar o método de Fold Recognition e Threading, o qual é
baseado na avaliagdo de encaixe ideal entre a sequéncia e um ou mais modelos, que sdo obtidos
a partir de banco de dados conhecidos, seguido da identificagdo de padrdes de substituicdo
(DORN et al., 2014). Essa metodologia se baseia na maior conservacao evolutiva das estruturas
se comparadas a sequéncia, o que leva a crer na finidade de conformacGes das estruturas com
consequente possibilidade de obter moldes apropriados visto a quantidade de conformacdes ja
estabelecidas em bancos de dados (MARSDEN, 2006).

A fim de facilitar a utilizacdo dessa metodologia, servidores como o RaptorX dispdem
de uma interface convidativa que permite a geracao de estruturas que podem vir a ser utilizadas
em analises posteriores, disponibilizando informacGes essenciais para procedimentos como
identificacdo de sitios de ligacdo entre receptor e ligante (ZHAO; YANG; ZHOU, 2011;
KALLBERG etal., 2012). Ainda assim deve-se atentar a possibilidade de produc&o de modelos
incorretos, o que pode acarretar em insucesso das analises posteriores (SIPPL, 1993).

A fim de minimizar essa possibilidade, métodos de refinamento e posterior validacéo
sdo utilizados com objetivo de melhorar e avaliar a qualidade da conformacdo do modelo
tridimensional gerado, exemplos de ferramentas que possibilitam esse refinamento e validacédo
sdo o GalaxyWEB server (KO et al., 2012) e o ProSA-Web (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007)

respectivamente.

1.4.3 Ancoragem molecular

Com o desenvolvimento da bioinformatica cresceram as possibilidades de observacgéo e
analise da interacdo entre moléculas. Metodologias que abordam essas possibilidades sdo
conhecidas como ancoragem ou docking molecular, tais metodologias permitiram realizar a
ancoragem entre diferentes moléculas, como proteinas e peptideos (PAGADALA; SYED;
TUSZYNSKI, 2017).

O baixo custo somado a racionalizacdo no processo de descoberta de novas moléculas
de interesse medico faz da ancoragem molecular uma boa opc¢édo quando se necessita avaliar a
interacdo de um dado ligante ao um receptor ou comparar diferentes ligantes (BRUZZONI-

GIOVANELLI etal., 2018). No entanto deve-se atentar ao método de atracagem a ser utilizado,
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visto a pluralidade de categorias que compreendem, o0 que pode ser observado na divisdo dos
métodos de atracagem em trés categorias: atracagem baseada em modelo, atracagem local e
atracagem global (CIEMNY et al., 2018).

Para a atracagem baseada em modelo é recomendado que exista semelhanca entre o
molde e o complexo estudado, consequentemente é importante o conhecimento prévio das
moléculas que participam da atracagem. No entanto, a auséncia de um modelo ja estabelecido
que possa servir como molde limita o uso desse método (KUNDROTAS et al., 2012). Ainda
assim, pode-se encontrar servidores online que buscam automaticamente, considerando a
similaridade com as estruturas fornecidas pelo usuério, por moldes j& caracterizados e
depositados em bancos de dados, como exemplo, o GalaxyPepDock (LEE et al., 2015).

Ja os métodos de atracagem local buscam pela conformacéo do peptideo ligante a partir
de informacdes prévias disponibilizadas, alem de, se necessaria, a preparacdo prévia da
estrutura inicial pelo usuério (ALAM; SCHUELER-FURMAN, 2017). Alguns métodos como
0 Rosetta FlexPepDock ab-initio, no entanto, possibilitam a realizagdo da atracagem entre
proteina e peptideo considerando o segundo como estrutura de alta flexibilidade o que diminui
a necessidade dessas informagdes prévias quanto a conformacédo do peptideo (RAVEH et al.,
2011).

A terceira categoria, atracagem global, conta com a possibilidade de encontrar o sitio de
ligacdo além da conformacéo do peptideo. Esses métodos de atracagem global podem trazer ao
usuario maior conforto, visto a facilidade e rapidez disponibilizados pela interface e quantidade
de informacdo necessaria para realizacdo da metodologia. O CABSdock € um exemplo que
conta com a interessante caracteristica de considerar as estruturas, proteina e peptideo, como

flexiveis refletindo na maior similaridade com a interacdo nativa (KURCINSKI et al., 2015).

1.4.4 Dinamica molecular

Estruturas proteicas ou complexos proteicos apresentam particularidades nao s6 quanto
sua estrutura, mas também quanto ao seu comportamento em determinado meio. Assim, pode-
se inferir a possibilidade de que a composicdo do meio no qual a proteina se encontra pode
interferir na funcdo bioldgica, em parte devido a mudancas conformacionais da proteina
(MURPHY, 2001). Em vista disso e da evolucdo da bioinformatica, tornou-se possivel obter
dados sobre eventos relacionados a movimentacdo estrutural e interacdes entre moléculas,

nesse sentido a dindmica molecular (DM) desempenha papel fundamental remontando a década
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de 70, onde ja se avaliava determinadas moléculas quanto suas flutua¢bes estruturais
(MCCAMMON; GELIN; KARPLUS, 1977).

A democratizacdo do emprego da DM se justificou entdo, por prover detalhes estruturais
de moléculas em funcéo do tempo, considerando acao de forcas resultantes da interacao entre
um meio e uma molécula em um determinado sistema. No entanto, alguns entraves sdo notados
quanto a esse método, como a necessidade de computadores com capacidade de processamento
extremamente robustos para analises de maior duracdo ou de complexos com maior nivel de
elaboracdo (SHAW et al., 2008).

A fim de contornar tais problemas os algoritmos usados nas simulagdes se refinam
progressivamente permitindo, que o trabalho seja feito de maneira cooperativa, 0 que em parte
pode parecer uma dificuldade mas pode levar ao intercambio de informacdes essenciais para o
resultado final de pesquisas (PALL et al., 2015). No entanto, mesmo apresentando alguns
pontos considerados negativos, por meio de plataformas que ndo exigem quantidades elevadas
de especializacdo por parte do executor ou robustez tecnoldgica da maquina empregada,
algumas metodologias resultam em bons resultados, permitindo a analise de estruturas quanto
as suas mudancas conformacionais em determinados sistemas bioldgicos (LEMKUL, 2019).

Exemplo disso é visto com a utilizacdo do GROMACS, uma alternativa gratuita quando
se tratando de simulagdes de dinamica molecular, contando com um pacote que permite, por
meio de equacles newtonianas, a analise de sistemas biomoleculares com a combinagdo de
GPU-CPU diminuindo o tempo para execucdo da simulacdo, em sistemas ndo tdo
extravagantes, da necessidade de super computadores para realizar tais simulacdes (PALL et
al., 2015).

Em suma, ndo somente a DM, mas as técnicas de bioinformética incluindo as citadas
nos tdpicos anteriores, se apresentam como ferramentas para identificacdo de novos antigenos
que podem vir a ser utilizados em métodos soroldgicos.

Assim, a partir do banco de dados relacional, elaborado previamente por Brito, (2014),
0 presente trabalho buscou identificar epitopos de L. infantum com potencial para serem
reconhecidos por células B. Ferramentas de bioinforméatica como: algoritmos para alinhamento
de sequéncia, redes de interacdo proteina-proteina, BLASTp, atracagem e dindmica molecular
foram utilizados entdo, como complemento para a selecdo desses epitopos. Em vista disso, 0
presente trabalho busca fortalecer o potencial do uso de ferramentas de bioinformatica na

selecdo de peptideos com potencial para 0 emprego em testes diagnosticos da LVC.
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2.1 Objetivo Geral

Selecionar peptideos com alto potencial para uso em testes imunodiagnésticos a partir

de um banco de dados relacional.

2.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar os complexos formados entre peptideos e cadeia pesada gama da
imunoglobulina de Canis familiares;

e Avaliar complexos formados na atracagem molecular;

e Auvaliar o potencial dos peptideos identificados para o diagndstico da LVC por meio de
prova de conceito por reacdo imunoenzimatica ELISA para certificar o potencial destes
peptideos no diagndstico da LVC;

e Avaliar a capacidade da técnica em diferenciar cdo saudaveis de caes infectados por L.

infantum.
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3.1 Delineamento metodoldgico

A realizagdo deste trabalho seguiu o delineamento de acordo com o apresentado no
fluxograma da figura 1. O inicio do trabalho se deu a partir da busca no banco de dados
relacional proposto por Brito et al., 2014, dos peptideos que cumpriam critérios como ter
maiores escores quanto aos algoritmos de predicdo de células B e ndo pertencerem a regides
intracelulares. Em seguida as proteinas as quais continham os epitopos selecionadas foram
submetidas a avaliacdo de similaridade com organismos humano, camundongo e cdo a fim de
evitar interacdo entre estes organismos e os peptideos selecionados, com posterior avaliacédo de
sua importancia em fungbes bioldgicas por meio de rede de interacdo proteina-proteina. Os
peptideos entdo foram avaliados quanto a similaridade a outros patdégenos. Conseguinte 0s
peptideos foram avaliados quanto sua interacdo e estabilidade quando em complexo com a
cadeia pesada gama da imunoglobulina de cdo por meio de atracagem e dinamica molecular.

Ao final foi entdo realizada padronizacdo e a prova de conceito, utilizando do método

Figura 1-Fluxograma do delineamento metodoldgico sintetizando as etapas realizadas durante o estudo.

imunoenzimético ELISA.

Banco de
dados
relacional

Todas as ferramentas utilizadas na etapa in silico sdo gratuitas. Além disso, com
excecao do programa GROMACS, todas pertencem a servidores online. A utilizacao de cada

ferramenta, assim como seu endereco para acesso podem ser observados da tabela 1.
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Tabela 1- Lista de ferramentas utilizadas nas etapas in silico durante o estudo.

UTILIZAGAO FERRAMENTA ENDERECO

AAP12
http://ailab-projectsl.ist.psu.edu:8080/bcpred/predict.html

Predicéo de Epitopos de células B BCPred12

Bepipred http://ailab-projectsl.ist.psu.edu:8080/bcpred/predict.htmldtu.dk
WoLF PSORT https://wolfpsort.hgc.jp/
Sigcleave EMBOSS: sigcleave (bioinformatics.nl)
Predic&o de localizagéo celular
TargetP TargetP-2.0 (dtu.dk)
TMHMM TMHMM Server, v. 2.0 (dtu.dk)
Auvaliacdo de interagdo entre proteinas ~ STRING https://string-db.org/
Avaliagﬁge%izinnc‘ii;fidade de BLASTp  https://blast.nchi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
Traducéo de sequéncia Expasy EXPASy - Translate tool
Predicéo e refinamento de estrutura RaptorX RaptorX - Contact: a protein contact map and distance matrix prediction server (uchicago.edu)
tridimensional GalaxyWEB GalaxyWEB (seoklab.org)
Validagéo de estruturas ProSA-web https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
Tridimensionais RAMPAGE http://mordred.bioc.cam.ac.uk/rapper/~rampage.php
Atracagem Molecular CABS-dock CABS-dock: server for protein-peptide docking (uw.edu.pl)
Dinamica Molecular GROMACS GROMACS - Gromacs

3.2 Busca no banco de dados relacional

O banco de dados consultado foi elaborado de acordo com o proposto por RESENDE
et al., em 2012, que evidenciava a vantagem no uso de mais de um algoritmo para a predi¢ao
de epitopos de células B, especialmente quando se tratando de protozoarios (RESENDE et al.,
2012). Em vista disso BRITO et al. (2014) construiram, a partir do proteoma total de L.
infantum, um banco de dados relacional baseado em MySQL com as informacdes obtidas, se
consideradas as predi¢fes para células B, pelos algoritmos, AAP12, BCPred12 e BepiPred
(CHEN et al., 2007; LARSEN et al., 2007; EL-MANZALAWY; DOBBS; HONAVAR, 2008).
Os resultados obtidos por esses algoritmos foram depositados juntamente com informacoes
sobre a localizacdo subcelular, que foram resultado da utilizacdo dos algoritmos WoLF PSORT,
Sigcleave e TargetP (VON HEIINE, 1986; EMANUELSSON et al., 2000; HORTON et al.,
2007). Assim, por meio desse banco de dados foi possivel cruzar informag6es dos resultados
obtidos a partir de cada algoritmo, utilizando de scripts MySQL.

Para tal, o script de busca foi elaborado de modo que o ponto de corte para cada
algoritmo fosse mais restritivo com gradual diminuigdo desse valor até um escore livre. Foram
utilizados como scores iniciais, considerados altos, de 1 para os dois primeiros algoritmos
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(APP12 BCPred12) e 1,5 para o BepiPred. Durante essa selecdo, os peptideos deveriam também
cumprir como requisito néo estar localizados em regides de intracelulares do parasito ou serem
secretados ou excretados por estes. Apds a busca no banco de dados, foi utilizado o algoritmo
TMHMM (KROGH et al., 2001) a fim de descartar peptideos que pertencessem a regides
intracitoplasmaticas e transmembrana, selecionando assim somente porcBes de proteinas

localizadas em regides extra citoplasmaticas.

3.3 Elaboracéo da rede de interagdo proteina-proteina

Com intencdo de elucidar as interacdes e vias metabdlicas das proteinas que continham
0s peptideos selecionados na etapa anterior foi utilizado o algoritmo STRING v.11
(SZKLARCZYK etal., 2015) onde estabeleceu-se a Leishmania como organismo de referéncia.
Prospeccdo de texto, experimentos, banco de dados, co-expressdo, vizinhanga, fusdo genética e
co-ocorréncia foram utilizados como fontes ativas de interag&o.

Para a construcdo das redes de interacdo proteina-proteina (PPI) os pontos centrais
foram definidos como a proteina alvo, que se expandem até os primeiros vizinhos, com o valor
maximo de 500 interacOes. A utilizacdo do algoritmo STRING permitiu obter dados sobre as
redes de PPl e banco de dados KEGG (KANEHISA, 2016) e sobre as vias funcionais de
enriquecimento (p<0,05) das proteinas envolvidas nessas redes. O desenho das redes de
proteinas foi feito com auxilio do programa Cytoscape (SHANNON et al., 2003) com adicao
das informacGes obtidas do KEGG.

3.4 Avaliacéo de similaridade

Em seguida, foi avaliada a especificidade dos peptideos selecionados quando
confrontados a proteinas preditas do proteoma de outros parasitas: Leishmania donovani,
Leishmania braziliensis, Leishmania major, Trypanossoma cruzi, Ehrlichia sp. e Babesia sp..
Para tal o algoritimo BLASTp (ALTSCHUL et al., 1990) foi utilizado.

Posteriormente este mesmo algoritmo foi novamente utilizado a fim de eliminar
proteinas que, mesmo cumprindo os critérios anteriores, apresentavam similaridade maior que
60% a humano, cdo e camundongo diminuindo assim a possibilidade de obter proteinas ja
presentes nesses trés organismos (HERRERA-NAJERA et al., 2009).
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3.5 Modelagem molecular da cadeia pesada gama do anticorpo 1gG de céo

Considerando a auséncia de estrutura tridimensional de anticorpo IgG canino isolado no
banco de dados de proteinas (PDB) e com a intencdo de mostrar a interacao entre 0s peptideos
selecionados e uma molécula bioldgica, seguiu-se para modelagem da cadeia pesada gama da
imunoglobulina de canis lupus familiaris a partir de RNA mensageiro (mnRNA) depositado no
Sistema de Informacdo Imunogenética Internacional (IMGT)® (TANG et al., 2001;
GIUDICELLI et al., 2006).

A partir do numero de acesso AF354264, a sequéncia contendo 1.654 pares de bases da
cadeia pesada gama da imunoglobulina de céo foi obtida e traduzida para sequéncia proteica
utilizando o algoritmo ExpPASy (GASTEIGER et al., 2003), conjunto de ferramentas para
analises de proteinas e protedbmica, que inclui ferramenta de traducdo de sequéncias de
nucleotideos para sequéncias proteicas.

Conseguinte, a sequéncia proteica que resultou da traducédo foi submetida a modelagem
de sua estrutura tridimensional utilizando o RaptorX (PENG; XU, 2011), que € um servidor
baseado em interfaces neurais a fim de obter o alinhamento entre sequéncia e estrutura molde,
o modelo final gerado pelo RaptorX é resultante da modelagem comparativa, utilizando da
similaridade entre modelos a fim de diminuir os erros de alinhamento (PENG; XU, 2011,
KALLBERG et al., 2012).

Com intencao de refinar o modelo tridimensional obtido na etapa anterior foi utilizado
o servidor online GalaxyWEB (KO et al., 2012), que a partir do modelo tridimensional
disponibilizado inicialmente, submete a estrutura a consecutivas perturbacées e relaxamento
estrutural a fim de buscar a otimizacao energética do modelo.

Seguiu-se entdo para a validacdo do modelo refinado, etapa que contou com dois
métodos, ProSA-web (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007) que avaliou a qualidade geral do modelo
considerando a energia total da estrutura depositada e RAMPAGE que avaliou 0s aminoacidos
da estrutura quanto a sua geometria, gerando o diagrama de RAMACHANDRAN gue mostrou
a proporc¢éo dos residuos em regides favoraveis, permitidas e desfavoraveis (LOVELL et al.,
2003).

3.6 Atracagem molecular
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Nessa etapa foi avaliado primeiramente a atracagem entre os peptideos e a cadeia pesada
gama da imunoglobulina IgG de cdo, para isso utilizou-se o servidor online CABSdock
(KURCINSKI et al., 2015).

A metodologia de escolha se baseia na geracao de estruturas aleatorias do peptideo que
sdo entdo submetidas a simulacdo de atracagem por meio de método de Monte Carlo, nesse
processo sdao produzidas trajetdrias em funcdo de escala decrescente de temperatura a qual o
modelo peptideo-proteina é submetido. Os modelos finais sdo entdo selecionados e 10 deles séo
reconstruidos e disponibilizados ao usuario. Deve-se atentar ainda ao fato de que este servidor
ndo necessita de conhecimento prévio do local de ligacdo além de permitir flexibilidade total
do peptideo assim como pequenas flutuagdes do receptor (KURCINSKI et al., 2015;
BLASZCZYK etal., 2016).

Sendo assim a por¢édo modelada do anticorpo foi utilizada em formato PDB seguido da
sequéncia de cada peptideo em formato FASTA, os modelos finais de cada complexo foram
entdo ranqueados utilizando desvio quadratico méedio das posi¢cdes atbmicas (RMSD), gerada

juntamente a cada um dos 10 modelos finais, um para cada peptideo.

3.7 Dinamica molecular

A dindmica molecular foi realizada, para cada um dos 10 modelos obtidos apos a
atracagem, utilizando o pacote GROMACS versao 5.4.1 (ABRAHAM et al., 2015) e de acordo
com tutorial “Lysozyme in Water”(LEMKUL, 2019). Cabe ressaltar que o pacote GROMACS
versdo 5.4.1 é projetado especialmente para simulagdes envolvendo moléculas organicas foi a
Unica das metodologias in silico executadas com servidores locais.

Para a construcdo do sistema que foi submetido a simulacdo de DM, o primeiro passo
envolveu a criacdo da topologia dos modelos gerados por atracagem molecular. Para isso foi
utilizado o programa pdb2gmx, que gera coordenadas a partir da escolha de um campo de forga
que, nesse estudo, foi 0 “OPLS-AA/L all-atom force field”. Apds isso foi gerada a topologia
contendo todas as informag6es necessarias para 0s proximos passos da dindmica molecular.

Em seguida foi realizada a etapa de solvatacéo, onde o local de realiza¢éo da simulagéo
é definido, neste estudo foi utilizado um sistema aquoso simples adicionado de ions por meio
da ferramenta genion, também pertencente a0 GROMACS, nessa etapa 0s ions sdo adicionados
ao solvente gerando um sistema eletroneutro. A proxima etapa, a minimizacéo de energia, foi

realizada a fim de obter a estrutura inicial do sistema em relagéo a orientagdo de solventes e
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precedeu o equilibrio, que evita que o sistema entre em colapso durante a simulagéo,
estabilizando o solvente ao redor da proteina.

Apds minimizacdo de energia e equilibrio do sistema quanto a temperatura e presséo, as
restricdes de posicdo foram liberadas e a DM foi entdo executada. A simulacdo foi realizada
durante 10 ns e os valores de RMSD gerados foram visualizados com o auxilio do programa
Gnuplot (WILLIAMS; KELLEY, 1998).

3.8 Selecdo de amostras de soro canino para prova de conceito sorologico da avaliacao

potencial dos peptideos para o diagnostico da LVC

Foram selecionadas 20 amostras de soro canino a partir do banco de soros, ja
caracterizados, do Laboratdrio de Imunopatologia do NUPEB na Universidade Federal de Ouro
Preto. De acordo com a aprovagdo por meio do comité de ética da instituicdo com codigo
083/2007 (em anexo).

Como controles negativos foram selecionadas 10 amostras de cdes saudaveis nao
infectados (CNI), nascidos e criados no canil do Centro de Ciéncia Animal da Universidade
Federal de Ouro Preto (CCA/UFOP, Minas Gerais, Brasil). As amostras foram avaliadas em
estudo anterior quanto sua negatividade em teste parasitolégico por isolamento do parasito em
medula Ossea, seguida da caracterizacdo da espécie por Reacdo de Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos (RFLP) conforme descrito por Volpini et al 2004, teste rapido
DPP e ensaio imunoenzimatico ELISA. As amostras de soro de cées infectados (CI) por L.
infantum foram selecionadas a partir da positividade nas mesmas técnicas citadas

anteriormente.

3.9 Sintese dos peptideos

Dez peptideos lineares de L. infantum (15-17 mer) foram sintetizados com pureza
superior a 95% obtida através de purificacdo por cromatografia liquida de alta performance pela
empresa americana Genscript LTDa (Piscataway, NJ, USA). Assim que o0s pepitideos chegaram
no Laboratdrio de Imunopatologia, foram devidamente armazenados em ultra freezer a -80°C

até o momento do uso, quando foram ressuspendidos (1 mg/mL) em dimetil sulféxido (DMSO).
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3.10 Padronizacao da técnica de ELISA

A etapa de padronizacdo foi realizada utilizando-se controles positivos de soros de cées
infectados (CI) e soros sabidamente de cdes néo infectados (CNI). De posse destes soros foram
preparadas misturas ou pools compostos de 3 amostras para cada tipo de controle (negativo e
positivo). Utilizando desses pools de soros foi realizado primeiramente os testes piloto, onde
foram testadas duas concentracdes de peptideo, 0,25 e 0,5 pg para cada 100uL para
sensibilizacdo dos pocos das placas de ELISA. Além disto, foram também testadas duas
dilui¢Ges de conjugado 1gG anti-céo (1:16.000 e 1:20.000) e trés diluigdes das amostras de pool
de soros controles (1:200, 1:400 e 1:600).

Apds isso, buscamos obter as curvas de diluicdo das amostras de soro e conjugado anti-
IgG de cdo. Nessa etapa foram testadas dilui¢es de 1:16:000; 1:20:000 e 1:24:000 para o
conjugado e a amostra em dilui¢Ges de 1:200; 1:400 e 1:600.

3.11 Reacdo imunoenzimatica ELISA

Para a reacdo foram utilizados, de forma individual, soros de 10 animais infectados com
L. infantum e 10 animais saudaveis. Utilizou-se placas de poliestireno de fundo chato (Nunc
MaxiSorp®) que foram sensibilizadas com cada peptideo, na concentragio de 0,25ug por pogo,
cada poco contendo 100uL de tampdo carbonato-bicarbonato (pH9.6), apds isso foram
incubadas a temperatura de 4°C overnight. Apos incubacdo foram realizadas 4 lavagens
consecutivas com solucdo de lavagem composta por PBS (pH 7,2) adicionado de 0,05% de
Tween 20, a fim de remover o excesso de antigenos. Em seguida utilizando solucéo de lavagem
adicionada de 5% de BSA foi feito bloqueio de possiveis sitios livres, nessa etapa cada poco
foi preenchido com 100uL dessa solucdo de bloqueio por 2 horas a 37°C. Seguiu-se entdo para
outra etapa de 4 lavagens consecutivas e, ap0s isso, as amostras foram adicionadas apés diluicdo
em solucdo de bloqueio (100uL/poco) e novamente incubadas a 37°C, durante 1 hora.
Novamente apds incubacdo e 4 lavagens consecutivas as placas foram incubadas por 1 hora a
37°C com IgG anti-céo de ovelha conjugada com peroxidase diluida em solucdo de lavagem
(100pL/pogo). As reacbes foram realizadas utilizando 3,3',5,5'- Tetrametilbenzidina como
substrato durante 20 minutos ao abrigo da luz, com posterior interrup¢do da reagéo utilizando
30 pL de 2.5M de H2SOs4, seguido da leitura em espectrofotdmetro (ELX800 Biotek
Instruments VT, USA) a 450 nm.
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3.12 Analises estatisticas

Todas as analises foram feitas com auxilio do programa GraphPad Prism (versdo 8.0
para Windows). Os valores de ponto de corte foram calculados a partir da média dos resultados
da densidade Optica dos soros controle negativos somados de + 2 desvios padrao.

Também foi estabelecida uma zona cinza definida por um desvio padrdo acima e um
abaixo do ponto de corte. Para cada peptideo se adotou um indice de reatividade, o qual foi
obtido com a divisdo dos valores de densidade Optica dos animais infectados pelos valores

obtidos nos controles negativos.
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4. RESULTADOS
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4.1 Banco de dados relacional

O banco de dados utilizado para a obtencdo do proteoma contava com 8.241 proteinas
preditas, que ao serem submetidas aos algoritmos de predicéo retornaram para cada algoritmo
47.482 epitopos de acordo com o BepiPred, 957.493 de acordo com o BCPred12 e 2.361.313
de acordo com 0 AAP12. Foi entdo utilizado script que selecionou peptideos pertencentes a 5
proteinas, as quais foram preditas por todos os trés algoritmos preditores e que eram
secretadas/excretadas ou pertenciam a membrana celular: LinJ.18.1500, LinJ.32.0970,
LinJ362160, LinJ.28.1850 e LinJ.19.0350. Essas proteinas foram entdo avaliadas quanto sua
importancia bioldgica.

4.2 Elaboracéo da rede de interacdo proteina-proteina (PPI)

Ap0s selecdo dessas 5 proteinas seguiu-se para a analise de sua importancia bioldgica
utilizando da rede Protein-Protein Interaction PPI. Os resultados obtidos pelos programas
STRING v.11 e Cytoscape v. 3.8 e enriguecidos pelos dados obtidos pelas vias de KEGG séo
apresentadas na figura 1. Os resultados mostraram que a proteina LinJ.18.1500 pertence a via
de fosforilacdo oxidativa interagindo com outras proteinas da mesma via. LinJ.19.0350
participa do metabolismo do acido alfa lipdico e interage com genes relacionados a diferentes
vias, principalmente vias metabolicas, biossintese de metabolitos secundarios, metabolismo de
carbono, biossintese de aminoacidos e ciclo do citrato e metabolismo do glioxilato e
dicarboxilato. Pertencendo a via de proteassoma, LinJ.28.1850 se mostra relacionado a

ribossomas, protedlise mediada por ubiquitina e interconversdes de pentose e glucuronato.
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LinJ.32.0970 e LinJ.36.2160 estdo relacionadas a vias metabolicas e interacdo, principalmente,

com genes ligados a fosforilacdo oxidativa, fagossomo e via de biossintese de N-Glycan.
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Figura 2-Proteinas imunogénicas mapeadas por redes de interacdo proteina-proteina (PPI). Construidas a partir das
proteinas alvo representadas por tridngulos e vias especificas representados por cada né (circulos) com auxilio de
banco de dados KEGG.

4.3 ldentificacdo de epitopos e avaliacdo de similaridade

Pertencentes a essas proteinas foram selecionados 10 peptideos como potenciais
epitopos para células B. Os escores de predicdo de cada peptideo para cada um dos trés

algoritmos de predicéao estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1- Peptideos componentes das proteinas selecionadas com maiores escores de predi¢do. Sdo mostrados a
identificacdo do peptideo (ID), sequéncia proteica, posi¢ao, escores de predicao e identificacdo da proteina ao qual
pertencem.

Escores de predi¢ao

ID Peptideo Sequéncia do peptideo Posicao ID Proteina
AAP12 Bepipred BCPred12
45 VDPNFQFFHLPVLMF 692-706 0,90 0,80 0,80 LinJ.18.1500
(XP_001464963)
46 EGYSSQYYENSWFHRL 763-777 0,90 0,97 0,80
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WAPISEQKGTTYPTTPNGLP LinJ.32.0970
47 493-507 1,00 1,28 1,00
v (XP_001467777)
LinJ.36.2160
48 FALIRQGFESFPPTPKT 374-390 1,00 1,67 0,98
(XP_001469796)
50 LAVQPAPSTSDAAGA 288-302 0,90 1,47 0,98
LinJ.28.1850
51 AYQETPESERAELPP 115129 0,90 1,25 0,98
(XP_001470212)
52 LPKGPSVPTLPYQEA 443-457 0,90 1,10 0,99
53 SRRPPPLDPEEPEKV 171-185 1,00 1,74 1,00
LinJ.19.0350
54 GLGEEEKEVRQTLRDLR  304-320 1,00 1,00 0,96
(XP_001464998)
55 CVERITPRVRDRRASYKQS ~ 262-276 1,00 0,61 1,00

Os resultados da avaliacdo de similaridade realizada por meio do algoritmo BLASTp
s&0 mostrados na tabela 2. E possivel notar que para os peptideos 50 e 52 ao 55 néo foi
encontrada similaridade com Ehrlichia. Além disso todos os peptideos apresentaram identidade
de 100% e baixo valor-e para L. donovani. Ja para L. braziliensis os valores de identidade foram
menores, ndo chegando a 100% para nenhum dos peptideos, além do que o valor-e foi maior
que 10 para os peptideos 46 e 50. A identidade para L. major, no geral, foi maior se comparada
a L. braziliensis, ainda assim pode ser observado que o peptideo 48 apresentou o maior valor-e
dentre para todas espécies de Leishmania spp e identidade menor que 90%. Em se tratando da
similaridade da sequéncia com outros géneros de patdgenos observou-se que o0s peptideos
46,47,48,50,51 e 52 tiveram elevado valor-e e/ou baixa identidade.

Tabela 2-Valores de similaridade obtidos pelo BLASTp de cada peptideos quando confrontados a proteoma de
outras espécies de parasitos. Os asteriscos (*) indicam auséncia de sequéncia similar, os valores de identidade séo
indicados em porcentagem (%).

0 Similaridade

Paptideo L. donovani L.braziliensis L. major T. cruzi Ehrlichia Babesig
Valor-e  Identidade Valor-e  Identidade Valor-e  Identidade Valor-e  Identidade  Valor-e  Identidade  Valor-e  Identidade

45 8E-11 100 1E-08 92,86 1E-09 93,33 2E-08 86,67 23 85,71 14 77,78
46 6E-12 100 18 62,5 9E-09 87,5 19 66,67 83 85,71 13 100
a7 1E-14 100 2E-11 85 1E-14 100 48 61,11 69 76,92 38 71,43
43 2E-11 100 2E-07 87,5 44 85,71 22 75 11 80 44 100
50 2E-07 100 28 69,23 3E-05 92,86 61 78,57 * * 57 90

51 3E-09 100 3E-07 92,86 3E-09 100 16 77,78 33 75 11 53,33
52 7E-09 100 2E-07 93,33 7E-09 100 40 80 * * 66 64,29
53 2E-09 100 1E-08 93,33 2E-09 100 2E-05 30 * * 16 85,71
54 6E-11 100 3E-09 94,12 8E-09 54,12 2E-07 88,24 * * 39 70

55 9E-14 100 2E-11 89,47 1E-12 94,74 1E-10 89,47 * * 21 77,78

4.4 Predicéo da estrutura tridimensional da porcéo de 1gG canino
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A estrutura tridimensional da cadeia pesada gama da imunoglobulina IgG de cdo foi
modelada utilizando RaptorX. Ao ser analisado, 0 modelo apresentou valores de -7,4 para 0
escore Z e 93,6% dos residuos se apresentaram em regides favoraveis, os dados dessas analises
foram obtidos com auxilio dos servidores ProSA e RAMPAGE respectivamente.

O modelo apresentado na figura 3a representa a estrutura da cadeia pesada gama da
imunoglobulina (IgG) de cdo apos refinamento, que foi realizado com auxilio do servidor
GalaxyWEB. O modelo refinado foi entdo confrontado, também, com os algoritmos para
validacdo ProSA e RAMPAGE, assim, encontramos aumento de aumento de 3,4% de residuos
em regides favoraveis (97%) (figura 3b) acordo com o diagrama de Ramachandran e um escore

Z de -7,58(figura 3c), indicando a boa qualidade estrutural do modelo.

a)
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- NMR
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8 A Geral/Pré-Pro/Prolina Favorecido Geral/Pré-Pro/Prolina Permitido

0 200 400 600 800 1000
Nimero de residuos

X Glicina Favorecido Glicina Permitido

Figura 3- Modelo e validacéo da estrutura da cadeia pesada gama de imunoglobulina de Canis familiaris ap6s
refinamento. (a) Modelo tridimensional da estrutura apés refinamento. (b) Diagrama de Ramachandram mostrando
a distribuigdo dos aminoacidos em regides favorecidas, permitidas e ndo permitidas. No geral, 97% dos residuos
se apresentam em regido favorecida, 1,3% em regido permitida, enquanto 1,7% se mostram em regido nédo
permitida, respectivamente. (c) O ponto preto representa o valor do escore Z (-7,58) previsto pelo PROSA-web se
comparado a valores de bancos de dados.

4.5 Atracagem dos complexos peptideo-proteina
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O arranjo dos complexos obtidos pelo servidor CABS-dock a partir da atracagem entre
cada um dos 10 peptideo e a por¢do do anticorpo refinada e validade é mostrada na figura 4.
Todos os complexos gerados apresentaram valores de RMSD menores que 3 A enquadrando 9
dos 10 peptideos como de alta qualidade quanto a predi¢cdo com excecdo do peptideo 53, de

acordo com seu RMSD é classificado como de média qualidade quanto a predigao.

RMSD médio: 2.08742

RMSD medio : 2.52036

RMSD médio : 2,63433

RMSD medio : 2.78821

ID Peptideo: 45 ID Peptideo - 46 ID Pepfideo - 47 ID Peptideo : 48 ID Peptideo:50
. ‘h % s ﬂ
P , PR A iy ok .
B, o /i i e _ TR0 . .
‘%’ 7 -'."?r-}x\ -:‘/ o /8 g % 7
_ %ﬁp LN | R\ Y T

.

RMSD médic: 0877112

ID Peptideo : 51

RMSD médio : 1.20503

ID Peptideo : 52

. o

o
o

RMED médio : 1.53538

ID Peptideo : 53

® 7
é} ‘gi

RMSD médio - 4.34383

ID Peptideo : 54

4

RMED médio - 3.20723

%&%ﬁj

ID Peptideo : 55

RMSD médio : 0,877815

Figura 4- Complexos formados a partir do atracamento dos peptideos e cadeia pesada gama da imunoglobulina
de cdo. A atracagem e RMSD do modelo final de cada peptideo é mostrado em seus respectivos painéis, as esferas
estdo mostrando cada peptideo, enquanto a cor azul é a porc¢do do anticorpo.

4.6 Dinamica molecular dos complexos peptideo-proteina

A distancia estrutural do complexo foi medida por simulagdo de DM, a figura 5
representa as flutuacGes estruturais em funcéo do tempo, em nanossegundos, onde as diferentes
cores das linhas assinalam os diferentes peptideos. Os valores finais de RMSD de cada
complexo foram de 7,8; 15,0; 11,7; 9,7,10,7; 11,4; 12,6; 8,6; 10,4 e 13,5 A para os peptideos
45; 46; 47; 48; 50; 51; 52; 53; 54 e55, respectivamente.
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Figura 5- Dindmica molecular mostrando a estabilidade residual e flutuacdes i-e (RMSDs). Simulacdo das
flutuagBes durante os 10 nanossegundos de simulacdo. Cada uma das diferentes cores representam o complexo
formado ap6s o atracamento para cada peptideo.

4.7 Padronizacao da técnica de ELISA utilizando peptideos

Primeiramente, como prova de conceito e validacdo do potencial diagnostico dos
peptideos preditos, testes piloto foram realizados a fim de obter reacdes que diferenciassem
cdes infectados com L. infantum (CI) de cées ndo infectados (CNI), a primeira etapa dos testes
in silico foi a realizacdo da reacdo de ELISA. Inicialmente foram utilizados somente 2 peptideos
para avaliar suas concentracdes em cada 100 pL (0,25 pg e 0,5 pg) em diferentes diluicbes de
soro e do conjugado IgG anti-cdo. Nessa etapa foram utilizados somente dois peptideos (48 e
51), visto ser um teste piloto. Os resultados obtidos podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3- Valores obtidos em densidade ética na reagdo ELISA para diferentes concentracdes de peptideo e
diluicBes de soro e conjugado.

PEPA8 PEP51
Diluigao da Amostra 1:200 1:400 1:600 1:200 1:400 1:600
Cl 1,64 1,21 1,02 0.91 0,82 0.62 1,43 1,13 0,97 0,73 0.68 0,53
Concentragao de 0259 CNI 0,26 0,20 0,16 0,15 0,11 0,10 0,18 0,16 0,14 0,12 0,10 0,09
peptideo 0,509 Cl 1,42 1,12 0,99 0,75 0,65 0.56 1,37 1,08 0,96 0,73 0.65 0,52
’ CNI 0,22 0,17 0,15 0,12 0,10 0,08 0,19 0,16 0,13 0,11 0,10 0,09
Diluigao do Conjugado 1:16000 1:20000 1:16000 1:20000 1:16000 1:20000 1:16000 1:20000 1:16000 1:20000 1:16000 1:2000

Ap0s isso, a fim de obter curvas de diluicdo que mostrassem uma condicao ideal de
diluicdes do soro e do conjugando IgG anti-cdo curvas de diluicdo foi realizada a ELISA de
todos os 10 peptideos em concentracéo de 0,25 pg.

Na figura 6 pode ser observada a capacidade de todos os peptideos em diferenciar

animais infectados de ndo infectados nas trés diferentes dilui¢cdes de soro (1:200, 1:400 e 1:600)
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e nas trés diferentes dilui¢ces do anticorpo (1:16.000, 1:20.000 e 1:24.000). As diluigdes mais
concentradas de anticorpo e menos concentradas de amostra tiveram densidade dptica menor
nas amostras de soro dos cées ndo infectados com relativa manutencgédo dos altos valores no soro
de cées infectados. A fim de homogeneizar a reacdo para todos os peptideos sem que, no
entanto, a diferenca de reatividade relativa entre cdes saudaveis e infectados por L. infantum
fosse prejudicada, as diluicbes de 1:600 para a amostra e 1:16:0000 para o anticorpo foram

utilizadas na etapa posterior.
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Figura 6- Padronizacao da reatividade sorolégica a fim de avaliar as melhores condigdes para todos os peptideos.
O desempenho foi avaliado em pools de soros de cées Cl (o) e CNI (o). Para isso, foi realizada uma titulacdo de
soro usando diluigdes de 1:200, 1:400 e 1:600, e também diferentes dilui¢des de 1gG anti-cdo (1:16.000, 1: 20.000

e 1: 24.000).
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4.8 Avaliacéo da teécnica de ELISA utilizando peptideos para validacédo do potencial

diagndstico para LVC

ApOls a padronizacdo e a fim de avaliar os peptideos como componentes de teste
imunodiagndstico utilizando amostras individuais de soro, foram realizadas rea¢des de ELISA
usando as 20 amostras previamente caracterizadas de 10 animais infectados (CI) e 10 animais
ndo infectados (CNI). Nessas reacoes foram escolhidas as dilui¢cbes de 1:600 e 1:16.000 para
soro e anticorpo respectivamente. Como resultado foi possivel observar que todos os peptideos

mostraram a capacidade de distinguir animais infectados por L. infantum (figura 7).
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Figura 7-Distribui¢do dos resultados de densidade Optica dos controles negativos e positivos que foram testados
usando os diferentes peptideos. A linha espessa pontilhada representa o ponto de corte para cada ensaio, enquanto
as linhas pontilhadas finas delimitam a zona cinza

Por meio da media dos valores obtidos na realizacdo de ELISA individual, foi entdo
obtido o indice de reatividade para cada peptideo (figura 8). Ao observar esse indice é
possivel notar que todos os peptideos separaram de forma significativa animais infectados de
animais ndo infectados por L. infantum, sendo o peptideo 45 o com maior e o peptideo 53

com menor diferenga entre os valores de densidade optica.
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Figura 8-indice de reatividade para cada peptideo. S&o representados os indices de reatividade calculados a partir
do quociente da média dos valores positivos pelos valores negativos das amostras de cada peptideo. As diferentes
cores mostram os diferentes peptideos
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5. DISCUSSAO
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A bioinformatica ja se mostrou promissora na identificacéo de potenciais antigenos para
vacinas ou diagndstico de doencas infectoparasitérias, apresentando como um dos maiores
beneficios a diminuicdo do tempo necessario para essa prospeccdo e reducdo de custos dos
mesmos e principalmente o ganho no desempenho diagnostico, considerando o aumento nos
indices de especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade (HEYDUK et al., 2018; DE BRITO
et al., 2020b).

Em se tratando do diagnostico soroldgico da LVC, deve-se considerar principalmente
0s entraves relacionados a sensibilidade e ou especificidade, que podem ter um impacto
negativo no diagndstico. Estes aspectos sdo reforcados considerando a recomendacgdo de
remocao e eutanasia dos animais soropositivos e suas consequéncias tanto do ponto de vista de
salde publica quanto em relacdo ao impacto emocional dos proprietarios pela perda de seu
animal de companhia (LOPES et al., 2017; DE CARVALHO et al., 2018; SALLES etal., 2019).
No entanto as caracteristicas praticas quanto a custo e execucdo dessas técnicas sorolégicas
ainda as tornam atrativas, o que justifica a utilizacdo das mesmas, por exemplo, nos programas
de controle e profilaxia da LV no Brasil (BRASIL, 2019; DUTHIE; LISON; COURTENAY,
2018).

Ainda quanto ao diagnostico, deve ser levado em consideracdo a possibilidade de
resultados errdneos, que impactam diretamente nas medidas de controle da doenca, acarretando
na eutanasia de cdes falso positivos (COSTA et al., 2020). Sendo assim, muitos sdo os fatores
que reforcam a ideia de que a busca por novos antigenos para refinar o diagnostico sorologico
assertivo podem ser uma solucdo viavel para resolucdo dos problemas relacionados ao
diagnostico imunolégico da LVC (DE BRITO et al., 2020a).

A fim de contribuir na prospec¢do por componentes desses testes, nosso estudo
primeiramente, utilizou da busca em banco de dados relacional, a fim de identificar peptideos
com elevado desempenho e potencial para serem utilizados como antigenos para teste
diagnostico da LVC (BRITO et al., 2017). A busca nesse banco de dados se baseou na
consideravel acuracia da metodologia empregada na construcdo do mesmo, que foi embasado
na premissa de que para que a predicdo seja eficiente, em especial para protozoarios, é
recomendado ndo somente um método de predi¢cdo, mas sim a combinagdo de diferentes
algoritmos (RESENDE et al., 2012).

No presente estudo. foram identificados epitopos lineares para células B de acordo com
0s escores obtidos a partir de trés algoritmos de predicdo: BepiPred, AAP12 e BCPred12. Os

valores encontrados para todos os peptideos foram superiores a 0,5 tanto para AAP12 quanto
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para BCPred12, tais valores foram considerados promissores visto que, resultados acima de 0,5
obtidos em outros estudos, ndo so para Leishmania, mas também para a predi¢do de antigenos
de outros agentes infeciosos e parasitos como 0 Schistosoma mansoni foram considerados
satisfatorios (RESENDE et al., 2012; CARVALHO et al., 2017). O terceiro algoritmo de
predicdo, BepiPred foi utilizado por sua grande eficiéncia como preditor de epitopos lineares
de células B, além das suas caracteristicas mais restritivas quando comparado aos anteriores,
principalmente em se tratando de protozoarios (DHUSIA; KESARWANI; YADAYV, 2016;
WANG et al., 2018). Deve-se ainda considerar que a utilizacdo de algoritmos para predi¢édo de
moléculas antigénicas ndo é exclusiva para células B, trabalhados que utilizaram de peptideos
relacionados a células T, derivados do mesmo banco de dados utilizado no presente estudo, ja
se mostraram promissores como candidatos vacinais, uma vez que foram capazes de gerar um
perfil de protecdo, quando componentes de quimeras, em resultados in vivo, reafirmando o
potencial desses algoritmos de predicdo jA empregados no pipeline de imunoinformética
elaborado pelo nosso grupo (DE BRITO et al., 2020b; OSTOLIN et al., 2021). Ainda quanto
ao presente estudo, vale ressaltar que mesmo o0s peptideos que ndo obtiveram scores muito
elevados em todos os trés algoritmos de predicdo foram considerados para as andlises
posteriores, a fim de diminuir a possibilidade de descartar seu potencial, visto a obtencéo de
um alto score mesmo que em apenas um algoritmo de predigéo, pode esconder potenciais alvos
para o diagndstico.

A elaboracdo das redes PPl e KEGG permitiram avaliar também as vias relacionadas a
proteinas que continham esses antigenos. A analise dessas redes de interagdo mostraram a
interrelacdo entre os genes selecionados e outros de diferentes vias, evidenciando o potencial
antigénico para uso no diagnéstico da LVC, visto o papel essencial nos processos bioldgicos
desses genes em algumas espécies de Leishmania spp. (ALCOLEA et al., 2009; BENITEZ et
al., 2016). Assim, o0 mapeamento das redes PPI foi utilizado no intuito de prover informacdes
bioldgicas sobre a importancia dos genes selecionados na biologia do parasito. Sabendo-se que
genes importantes para a biologia dos organismos podem ser potenciais alvos para testes de
droga e diagnostico (LIU et al., 2014).

Dentre as vias relacionadas aos genes selecionados, podemos citar os que participam de
funcdes ligadas a ribossomos, que durante as infeccGes da Leishmania desempenham papel
importante, j& que podem modular atividades celulares, como libera¢do de citocinas e ainda
podem participar do balanco das respostas imunes dos tipos Thl1l/Th2 durante o

desenvolvimento da histéria natural da leishmaniose visceral e de seus diversos
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desdobramentos ou desfechos clinicos (CORDEIRO-DA-SILVA et al., 2001; IBORRA et al.,
2008).

Também é descrito que a maioria das proteinas secretadas responsaveis pela viruléncia
da L. donovani sdo relacionadas principalmente a vias metabdlicas e processos de biossintese.
Além disso, ja foi demonstrado que parasitos que ndo possuem genes relacionados a proteina
quinases ou fosfatases podem se tornar ndo virulentos ou ter sua viruléncia atenuada dada a
relacdo entre esses genes e a regulacdo do metabolismo da Leishmania (MAXWELL et al.,
2008; MCCONVILLE; NADERER, 2011). As vias metabolicas se mostram ainda, importantes
devido a relagdo com o comportamento de laténcia em algumas espécies de parasito, além do
que a inibicdo de fungdo proteassomal pode prejudicar a diferenciagdo morfoldgica de estadios
especificos devido a consequentes falhas na replicacdo de organismos como Trypanosoma,
Leishmania, Toxoplasma e Plasmodium (MUNOZ et al., 2015).

Em vista disso, deve-se considerar o potencial dos peptideos selecionados para 0
diagnostico soroldgico, visto que estéo relacionados de forma direta ou indireta a importantes
funces bioldgicas das diferentes espécies do género Leishmania sp.

Posteriormente foi realizada a avaliacdo de similaridade entre os peptideos selecionados
e alguns dos patdgenos que podem ser observados em situacdes de coinfeccdo ou que ja
mostraram resultar em rea¢fes cruzadas, devido a compartilhamento de epitopos, em testes
diagndsticos para LVC (TRONCARELLI et al., 2009; KRAWCZAK et al., 2015). Em se
tratando de outras espécies analisadas que pertencem ao género Leishmania sp. pode ser
observado alto valor de similaridade para todos os peptideos, valor menos significativo para a
L. braziliensis. No entanto a identidade entre L. infantum e L. donovani mesmo com valores se
mostrando elevados ndo descarta completamente a possibilidade da utilizacdo dos peptideos
para o diagnostico, visto que ambas as espécies podem levar a condicdo da LV, além disso,
deve-se ainda atentar ao fato de que, quanto a distribuicdo geogréfica, L. donovani é
considerada uma espécie pouco prevalente no novo mundo, o que pode diminuir a possibilidade
de reacdes cruzadas em testes utilizando amostras provindas de territério nacional (JAMJOOM
et al., 2004; CARNIELLLI et al., 2018). Ja os resultados observados para 0s peptideos 46, 48 e
50 quanto a similaridade com L. braziliensis e L. major, principalmente quanto ao valor-e,
denotam a possibilidade em explorar os mesmos para estudos futuros como possiveis antigenos
para diagnostico da leishmaniose visceral, visto a relagdo entre as formas clinicas e a espécie
causadora da doenca (BANETH et al., 2017; SOLOMON et al., 2019). J& quando comparados

aos parasitas pertencentes ndo pertencentes ao género Leishmania sp. os peptideos tiveram
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menor similaridade, principalmente os peptideos 46,47,48,50,51 e 52 que apresentaram altos
valores-e. Tais valores estdo relacionados a possibilidade de um evento ocorrer ao acaso, assim,
qguanto maior o valor, menor a confiabilidade nos resultados, incluindo o os obtidos quanto a
identidade entre sequéncias (VANDERWEELE; DING, 2017).

Apos a analise de similaridade foi também realizada a modelagem da cadeia pesada
gama da imunoglobulina IgG de cédo, devido, em parte, a0 pequeno numero de estruturas
validadas de proteinas de cdo se comparado, por exemplo, proteinas de camundongo. A fim de
contornar a auséncia da estrutura de um anticorpo de cdo em bancos de dados online e gratuitos,
seguimos para a modelagem in silico, que foi escolhida devido a possibilidade de geracéo de
modelos interessantes quando se considerada sua qualidade em comparacdo a métodos
tradicionais como cristalografia de raios X(XU; WANG, 2019). A predicdo de estruturas por
metodologia in silico ndo é inédita, exemplo disso foi o estudo realizado por Camargo e
colaboradores (2020) que utilizaram da modelagem comparativa para a predicdo do modelo
tridimensional da leishmaniolisina (GP63) derivada de L. panamensis a fim de avaliar sua
interacdo com flavonoides na busca por candidatos a drogas leishmanicida (MERCADO-
CAMARGO et al., 2020).

Mershram e colaboradores (2020) também utilizaram a modelagem in silico partir de
sequéncia, nesse caso proteica, para estudos de atracamento e dinamica molecular da treonina
sintase (TS) associado ou n&o a fosfato de piridoxal. Foi observado como um dos resultados
desse estudo a modelagem, por homologia, de modelo com qualidade suficiente para identificar
0 potencial da TS como alvo para drogas com atividade leishmanicida (MESHRAM et al.,
2020).

Em nosso estudo, considerando os resultados obtidos nos dois métodos de validacao
empregado, 0 modelo tridimensional gerado pelo método in silico se mostrou com qualidade
satisfatoria apos o refinamento (GORE et al., 2017; ADIYAMAN; MCGUFFIN, 2019). Essa
qualidade pode ser notada e atestada nos resultados obtidos no ProSA e observados no diagrama
de Ramachandran, tais resultados reforcaram o incentivo ao uso do modelo refinado para a
técnica de atracagem molecular (PATRA et al., 2019).

A proxima etapa deste estudo foi realizada, também, com o intuito de complementar a
analise de predicéo e ilustrar a capacidade de ligacdo entre os peptideos selecionados e uma
molécula bioldgica, foi entédo realizada a atracagem entre peptideo e por¢éo do anticorpo. Nesse
contexto, cabe lembrar que o atracamento computacional entre peptideo e anticorpo pode ser

um desafio e que diferentes métodos, que variam de acordo com a situacéo a ser elucidada,
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levam em conta fatores como o tamanho e mudancas conformacionais da molécula (LONDON;
RAVEH; SCHUELER-FURMAN, 2013; CIEMNY et al., 2018).

Quanto a atracagem, estudo prévio para predicdo de epitopos seguidos de atracamento
molecular utilizou de algoritmos que trataram a molécula como rigida, o complexo antigeno
anticorpo se aproximava do nativo desde que apresentasse RMSD menor que
10A(KRAWCZYK et al., 2014). No nosso estudo, utilizamos o servidor CABS-dock com
intencdo de considerar a flexibilidade das moléculas durante a atracagem molecular. Considerar
essa flexibilidade foi uma tentativa de diminuir a omissdo de possiveis conformacdes, que
poderiam ndo ser apresentadas quando uma ou ambas as estruturas fossem consideradas rigidas,
0 que ndo reflete 0 comportamento do anticorpo em sistemas biolégicos (KURCINSKI et al.,
2020). Nossos resultados de atracagem mostraram resultados de RMSD que variavam de 0,67
a 4,74 A, que de acordo com o protocolo proposto pelo servidor mostraram que nenhum dos
complexos se categorizam como de baixa qualidade (BLASZCZYK et al., 2019).

A (ltima etapa in silico desse estudo foi realizada com intensdo de estimar as
perturbacdes em meio liquido, do complexo como um todo. Para isso a utilizacdo da DM foi
escolhida visto a importancia de reconhecer a estabilidade de complexos bioldgicos, além da
utilizacdo de simulacGes de DM em estudos que incluem interacdes entre proteinas e peptideos,
como pode ser observado nas simulacdes realizadas em complexos de antigeno de leucécito
humano (HLA) ligados a antigenos de Leishmania, que resultaram em baixos valores,
aproximadamente 2 A, de RMSD (AKYA et al., 2019).

Em 2020 Moazzezy e colaboradores usaram simulac6es de DM com objetivo de analisar
a dindmica molecular de complexos compostos de peptideos e lipideos, nessas simulacdes 0s
10 primeiros nanossegundos mostraram flutuagdes na estrutura que decresceram de acordo com
0 tempo, no entanto é necessario lembrar que para simula¢fes mais longas se torna necessaria
maior robustez dos equipamentos computacionais, inviabilizando em determinadas situacdes
simulacgdes longas (MOAZZEZY et al., 2020).

Ja em nosso estudo as simulacdes foram realizadas durante 10 nanossegundos, 0s
valores finais, no entanto se mostraram relativamente altos, mesmo para os complexos contendo
0s peptideos 45 e 53, que tiveram os menores valores de RMSD. No entanto é importante
lembrar que aumentar o tempo de simulacdo de DM pode mostrar variagdes da estabilidade
estrutural devido a possiveis variagOes de valores de RMSD em relagdo ao tempo (ZHANG,
2009; POOSARLA et al., 2017; MOAZZEZY et al., 2020). Ainda assim o tempo utilizado

nesse estudo pode ser comparado ao usado em trabalhos que analisaram atividades inibitdrias
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de enzimas ou mudancas estruturais em componentes de membrana celular (TAI et al., 2002;
LOPEZ et al., 2004).

Considerando o fato de que os testes imunoenzimatico (ELISA) e imunocromatogréafico
(DPP®), dentre todos os testes soroldgicos utilizados na rotina para o diagnostico da LVC, séo
0s mais comuns, a tentativa de desenvolver técnica Unica com altas sensibilidade e
especificidade se torna essencial (DE BRITO et al., 2020a). Em vista disso e dos resultados
obtidos, foi realizada neste estudo a avaliacdo dos potenciais peptideos como componentes da
reacao imunoenzimatica ELISA para o sorodiagnostico da LVC.

Com objetivo de validar nosso fluxo de selecdo de epitopos in silico buscamos ainda
uma prova de conceito por meio do ensaio de ELISA. Para tal, utilizando-se das amostras
individuais de soro canino foi realizado primeiramente um teste piloto, a fim de determinar uma
concentracdo ideal de cada peptideo selecionado. Tal concentra¢do pode variar conforme o
antigeno e ou as condicOes de reacdo, assim, nas reacdes de ELISA utilizando peptideos ou
antigenos recombinantes, podem ser observadas diferentes concentragdes de antigeno. Exemplo
disso foi observado por Magalhdes e colaboradores, para proteinas recombinantes, que
utilizaram uma concentragdo de 400ng por poco, enquanto Costa et al. escolheram uma
concentracdo de 5ug/mL, dessa vez utilizando peptideos sintéticos (LIU et al., 2014,
MAGALHAES et al., 2017). Considerando a possibilidade de variacdo de concentracdo de
antigeno em diferentes estudos e os valores de absorbancia de amostras negativas e positivas,
muito similares para as duas concentracdes de peptideo testadas, no presente trabalho, utilizou-
se a concentracdo de 0,25 pg de peptideos para cada 100uL. Apos definir a concentracdo de
peptideo, foram entdo realizadas curvas de diluicdo, a fim de obter melhores dilui¢Ges tanto da
amostra quanto do conjugado de anticorpo IgG canino, foram escolhidas as condigdes onde a
separacdo entre soro de animais infectados e ndo infectados era nitida e os valores de
absorbancia das amostras de soro negativa foram menores. Sendo assim foram escolhidas as
diluicdes 1:600 e 1:16.000 para amostras de soro e conjugado, respectivamente.

Com os parametros para o ensaio de ELISA definidos, partiu-se para a avaliagdo dos
peptideos em amostras individuais de soro canino. Os resultados mostraram a capacidade de
todos os peptideos em diferenciar animais infectados com L. infantum de animais saudaveis,
ainda assim, alguns individuos se mostraram acima do ponto de corte. No entanto € importante
ressaltar que algumas das amostras de soro se mantiveram na zona cinza, fator que deve ser
levado em consideragdo quando observada a capacidade de distin¢do de individuos positivos e
negativos (COSTE; POUCHOQT, 2003).
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Além disso, utilizando as médias dos resultados positivos e negativos para cada
peptideo, foi possivel demonstrar o quao reativo eram as amostras de cées infectados em relacéo
aos ndo infectados. Sendo que, o peptideo com maior indice de reatividade conseguiu
diferenciar em aproximadamente oito vezes amostras positivas das amostras negativas, ja 0 com
menor indice diferenciou em aproximadamente quatro vezes essas amostras. Ainda assim ndo
é possivel definir com clareza a sensibilidade e ou especificidade dos testes para cada peptideo
visto o perfil epidemioldgico e a quantidade das amostras utilizadas. No entanto metodologias
de selecéo de epitopos utilizando de algoritmos preditores, mesmo com que com nimero menor
de analises in silico mostraram sensibilidade e especificidade maior que maior que 75% e
especificidade maior que 90% (CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2013). Deve- se ainda
considerar que a utilizacdo de peptideos ja se mostrou superior para o diagnostico sorologico
da LVC se comparado ao kit diagndstico recomendado pelo Ministério da Saude(TRAVI et al.,
2018; DE BRITO et al., 2020a)

Em suma, se considerados nossos resultados em relacdo aos parametros avaliados in
silico, o peptideo 53 obteve o maior escore quando considerados todos os trés algoritmos e 0s
peptideos 45 e 55 obtiveram melhor desempenho quanto a dindmica e atracagem molecular,
respectivamente. Ja se considerados 0s resultados dos ensaios in vitro os peptideos 45 e 48
apresentaram melhores resultados quanto ao indice de reatividade e valor da média das amostras
negativas, respectivamente. Além disso pode ser observado que o peptideo 55 mostrou bons
resultados para os algoritmos de predicdo, atracagem, indice de absorbancia e baixa absorbancia
das amostras negativas. Em vista disso e de que, mesmo com alguns peptideos se destacando
em determinadas caracteristicas, o presente trabalho mostra o potencial de todos os peptideos

como componentes de testes soroldgicos para LVC.
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6. CONCLUSAO
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Os nossos achados indicam a possibilidade da utilizacdo dos peptideos selecionados como
componentes do ELISA no diagnostico da LVC. Assim como a possibilidade de testar o
atracamento empregando metodologia in silico, a partir da utilizacdo de ferramentas de
interface amigavel e acessivel. Assim nossos resultados considerados satisfatérios para todos
0s peptideos nas analises computacionais somando aos resultados da ELISA demonstraram o
potencial dos peptideos selecionados por imunoinformética como peptideos para o teste
diagnostico da LVVC. No entanto reforcamos a necessidade de analises de bioinformatica mais

robustas quando ndo em conjunto a analises in vitro.
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7. PERSPECTIVAS
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Espera-se que nossos resultados incentivem a avaliacdo desses peptideos quando
confrontados a maior nimero de amostras além de diferentes perfis epidemioldgicos, a fim de
avaliar sua especificidade e aprofundar a avaliacdo de sua sensibilidade, além de testar a
associacdo de peptideos, por meio de mix ou quimeras, a fim de aumentar o desempenho do
teste diagnostico.

Por fim, esperamos que nossos resultados sirvam de inspiracdo para a continua busca
por melhorar técnicas ja estabelecidas a partir da utilizacdo de ferramentas novas, como a
bioinformética ndo s6 para a LVC visto a possibilidade de extrapolacdo dessas técnicas a

diferentes moléculas.
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